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1. PREMESSA  
I progressi compiuti negli ultimi anni dalla immunologia e dalla 
biologia molecolare hanno portato nuove conoscenze sui 
fenomeni immunitari e sulle basi genetiche e molecolari della 
immunogenicità dei virus. Queste conoscenze hanno consentito 
alla vaccinologia  medica e veterinaria,  di fare notevoli progressi 
che hanno portato allo sviluppo di una varietà di vaccini 
antivirali innovativi, sempre più efficaci, innocui, economici, di 
facile somministrazione, stabili durante lo stoccaggio ed il 
trasporto e tali da permettere la differenziazione della risposta 
immunitaria conseguente a  vaccinazione rispetto a quella da 
infezione. Fra i nuovi vaccini, un  particolare interesse rivestono i 
vaccini a base di particelle simil-virali o virus like particles 
(VLPs).  Il vantaggio di tali vaccini consiste nel fatto che si 
basano sull‟utilizzo di particelle virali non in grado di replicarsi e 
quindi non infettive, in quanto sprovviste di materiale genetico. 
Questi vaccini sono ancora più sicuri dei vaccini inattivati con 
metodi convenzionali poiché non si corre il rischio di una 
eventuale incompleta inattivazione del virus e l'antigene 
vaccinale  può essere prodotto in laboratorio senza coltivare il 
virus. Uno dei sistemi più utilizzato per la generazione di VLPs è 
quello basato sulla generazione di baculovirus ricombinanti in 
cellule di insetto. Nel baculovirus vengono infatti  inseriti i geni 
virali codificanti le proteine di interesse e questo viene poi fatto 
replicare su cellule di insetto.  Le proteine capsidiche espresse 
mediante questo sistema, assumono la conformazione corretta 
(nativa) e pertanto possono autoassemblarsi a formare particelle 
simil virali o Virus Like Particles (VLPs), che appaiono come 
capsidi virali vuoti identici alle particelle virali per struttura, 
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morfologia e composizione proteica. Il fatto che le VLPs 
simulino così bene la struttura delle particelle virali fa sì che 
queste siano in grado di evocare una forte risposta immunitaria 
sia umorale che cellulo-mediata. Ad oggi le VLPs sono già state 
prodotte per diversi virus in grado di infettare uomo ed animali 
appartenenti a diverse famiglie: Papillomaviridae, 
Polyomaviridae, Caliciviridae, Parvoviridae, Circoviridae, 
Picornaviridae e Reoviridae.  Per quanto riguarda in particolare  
la famiglia Reoviridae i maggiori progressi in questo campo sono 
stati fatti con il virus della bluetongue (BTV) per il quale sono 
stati sviluppati vettori di espressione multipli  in grado di 
esprimere contemporaneamente  le diverse proteine capsidiche. Il 
virus della malattia emorragica epizootica del cervo (EHDV),  
appartiene allo stesso genere  Orbivirus, di BTV e pertanto 
presenta le stesse caratteristiche morfologiche e strutturali.   
EHDV è trasmesso da insetti vettori biologici appartenenti al 
genere Culicoides ed infetta in particolare il cervo a coda bianca, 
ma  anche altri cervidi (cervo mulo, antilope, cervo a coda nera e 
cervo rosso) ed il bovino. L'interesse per questo virus si è 
accresciuto negli ultimi anni, a partire dal  2006  
conseguentemente all‟isolamento nel bovino in Marocco, 
Algeria, Tunisia, Israele e Turchia. A conferma della attenzione 
per questa malattia da parte degli organismi internazionali, 
recentemente la EHD è stata inserita fra le malattie della lista 
della world organization for animal health (OIE) che colpiscono 
più specie animali ed è malattia soggetta a notifica obbligatoria 
negli stati membri UE secondo la direttiva 92/119/ CE. Esistono 
fondati timori che EHDV possa estendere il suo areale dal nord 
Africa ai Paesi dell'Europa mediterranea ed è interessante notare 
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come il percorso di EHDV verso il  bacino del Mediterraneo sia 
stato simile a quello che ha permesso a BTV di raggiungere nel 
2000 il sud Europa.  Si teme inoltre che il riscaldamento globale 
possa portare ad  ulteriore diffusione verso nord delle malattie 
trasmesse da vettori e delle orbivirosi in particolare. Alla luce di 
queste considerazioni è importante monitorare l'epidemiologia 
della  EHD e dotarsi di nuovi prodotti diagnostici ed 
immunizzanti. Lo scopo di questa tesi è quello di ottenere 
l‟espressione in vitro delle 4 principali proteine capsidiche (VP2, 
VP3, VP5, VP7) di EHDV in un sistema cellule di insetto / 
baculovirus ricombinante per poi utilizzarle come antigeni sia per 
la diagnosi sierologica  che  per l‟immunizzazione degli animali. 
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2. INTRODUZIONE 
 
2.1  Malattia emorragica epizootica del cervo  
 
La malattia emorragica epizootica del cervo, internazionalmente 
conosciuta  come Epizootic Hemorragic Disease (EHD), è una 
malattia che colpisce  cervi e bovini sostenuta da un orbivirus  
(EHDV)  trasmesso da insetti vettori del genere Culicoides. La 
malattia fu descritta per la prima volta nel 1955, quando centinaia 
di cervi a coda bianca si ammalarono negli Stati del New Jersey e 
del Michigan (Shope et al., 1955).  Nel 1959 una malattia 
caratterizzata da febbre e stomatite fu identificata nei bovini in 
Giappone e successivamente in Tailandia e Corea e denominata 
Ibaraki disease. La caratterizzazione sierologica del virus Ibaraki 
permise di stabilire che tale virus rientrava nel sierotipo 2 di 
EHDV. La malattia  è segnalata in Nord America,  Australia, Asia 
ed Africa in latitudini comprese tra 35°S e 49°N. A partire 
dall'estate del 2006 EHDV si è diffuso anche nel bacino del 
Mediterraneo ed è stato isolato nel bovino in Marocco, Algeria, 
Tunisia, Turchia (sierotipo 6) ed Israele (sierotipo 7) (G. Savini et 
al., 2011).  Prima dei focolai sopra menzionati la EHD veniva 
considerata una malattia di importanza secondaria e non aveva 
ricevuto molta attenzione  da parte di  scienziati e compagnie 
produttrici di  vaccini. La comparsa dei focolai nel bacino del 
Mediterraneo e la capacità dei sierotipi 6 e 7 di infettare il bovino 
ha fatto rivalutare l'importanza della malattia ed in questo 
contesto si inserisce anche il nostro studio volto alla produzione 
di proteine virali che possono avere applicazioni nella 
diagnostica e nel controllo.  
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Fig.1 Diffusione di EHDV dal 1955 ad oggi (EFSA Journal 2009; 7(12):1418) 
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2.2 Il virus EHDV 
2.2.1 Tassonomia  
 
EHDV appartiene al genere Orbivirus della famiglia Reoviridae. 
Questa  famiglia virale comprende una ampia varietà di virus a  
genoma  RNA bicatenario  multisegmentato e per questo soggetti 
a frequenti  riassortimenti genici quando infettano le stesse 
cellule. Come tutti i virus a RNA sono inoltre soggetti a frequenti 
mutazioni per cui queste continue modificazioni  genetiche 
determinano  una marcata variabilità, che si riflette nella presenza 
all'interno della famiglia di diversi generi, specie e tipi virali.  Il 
genere Orbivirus  è composto da 21 specie  e da 130 sierotipi 
diversi, molti dei quali  responsabili dell‟insorgenza di malattie a 
carico di  animali domestici e selvatici.  Attualmente ci sono 
ancora pareri discordanti sul numero dei sierotipi circolanti di 
EHDV. Una prima classificazione riconosceva 8 diversi sierotipi 
(Campbel e St. George 1986)  sulla base della loro reattività 
sierologica, ma recentemente si è accertato che il sierotipo 1 ed il 
sierotipo 3 sono  molto simili e possono essere accorpati in un 
unico sierotipo (Anthony et al., 2009a,b). Gli stipiti recentemente 
isolati in Nord Africa,  in un primo momento  classificati come 
un nuovo sierotipo EHDV-9, ad un esame più accurato sono 
risultati  identici al sierotipo 6 isolato in Turchia (Anthony et al., 
2009a,b). In definitiva attualmente vengono e riconosciuti 7 
diversi sierotipi del virus (Tab. 1). L'analisi dei geni codificanti 
per le proteine interne e per quelle non strutturali è stata utilizzata 
per suddividere gli stipiti di EHDV in “stipiti orientali” (asiatici 
ed australiani) e “stipiti occidentali” (americani, africani e medio-
orientali). In generale gli stipiti occidentali tendono ad essere più  
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patogeni degli stipiti orientali (Anthony et al., 2010). Gli studi sul 
genoma virale e le analisi filogenetiche possono fornire ulteriori 
informazioni sulle proprietà e sull'origine degli stipiti virali 
(Wilson, 1994b, 1991a,b, van Staden et al., 1991; Cheney et al., 
1996; Mecham et al., 2003; Murphy et al., 2005; 2006; Anthony 
et al., 2009 a,b,c; 2010)  e come accade per BTV, piccole 
differenze possono essere sufficienti ad identificare l'origine 
geografica degli isolati virali per cui si possono identificare 
diversi topotipi (Cheney et al., 1996).  Allo stato attuale delle 
conoscenze l‟appartenenza ad un determinato sierotipo non si 
correla con una maggiore o minore patogenicità. Infatti il virus di 
Ibaraki, classificato come EHDV-2 è patogeno per il  bovino 
(Omori et al., 1969), a differenza degli stipiti di EHDV-2 isolati 
in Nord America. Gli stipiti di  EHDV-6 e EHDV-7 isolati 
rispettivamente in Nord Africa e Israele hanno determinato 
patologia nel bovino, mentre gli stessi sierotipi isolati in  
Sudan e in Australia non sono risultati patogeni per questa specie.   
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* EHDV-1 e EHDV-3 costituiscono uno stesso sierotipo. (G. Savini et al., 2011) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Sierotipo Stipite di referenza 
EHDV-1* USA 1955/01 
EHDV-2 CAN 1962/01 
EHDV-2 Ibaraki Virus JAP 1959/01 
EHDV-3* NIG 1967/01 
EHDV-4 NIG 1968/01 
EHDV-5 AUS 1977/01 
EHDV-6 AUS/1981/07 
EHDV-7 AUS 1981/06 
EHDV-8 AUS 1982/06 
 
 
 
Tab.1   Sierotipi  di EHDV  e rispettivi stipiti di referenza 
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2.2.2 Morfologia, struttura, genoma, antigeni  
EHDV condivide le stesse caratteristiche morfologiche e 
strutturali con altri virus dello stesso genere come il virus della 
bluetongue (BTV), il virus della peste equina (AHSV) e  il virus 
dell'encefalosi equina (EEV) (Maclachlan and Osburn, 2004). Le 
particelle virali degli orbivirus  hanno un diametro compreso tra 
70 e 80 nm, sono sprovviste di envelope e  presentano una 
simmetria icosaedrica. Il capside  (Fig.2) è costituito da due gusci 
proteici concentrici, interno ed esterno. Il genoma virale (Fig.3)  
è costituito da 10 segmenti di RNA bicatenario monocistronici 
(portano l‟informazione di un solo gene), ad eccezione del nono e 
del decimo segmento per i quali analisi bioinformatiche hanno 
dimostrato la presenza di due open reading frame (ORF) 
sovrapposte (Belhouchet M, Mohd Jaafar F, Firth AE, Grimes 
JM, Mertens PPC, et al., 2011; 
http://viralzone.expasy.org/all_by_species/106.html). Le 
dimensioni dei singoli segmenti genomici, determinate mediante  
elettroforesi,  vengono utilizzate  per identificare le singole 
specie virali nell‟ambito del genere Orbivirus.  I segmenti 
genomici codificano  per 10 diverse proteine virali, di cui 7 
strutturali (VP1-VP7) e 3 non strutturali (NS1-NS3) (Tab.2). 
L'integrità delle proteine che costituiscono il capside esterno 
(VP2 e VP5) è necessaria per l‟adesione e la penetrazione del 
virus nelle cellule bersaglio e la VP2 in particolare stimola la 
produzione di anticorpi neutralizzanti sierotipo-specifici. Fra le 
proteine strutturali del capside interno la VP7 è 
immunodominate, sierogruppo specifica e pertanto varia poco fra 
i diversi sierotipi. I geni che codificano per le proteine non 
strutturali sono altamente conservati nei  diversi sierotipi e 
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pertanto sono ottimi bersagli per la diagnostica molecolare basata 
sulla identificazione dell'acido nucleico virale.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 Struttura del capside degli orbivirus 
(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/106.html) 
 
   
 
 
 
 
Fig.3A 
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Fig.3B 
Fig. 3 A-B Segmenti genomici degli orbivirus            
(http://viralzone.expasy.org/all_by_species/106.html).  
Fig.3 B  I segmenti sono indicati come large (L), medium (M) e small (S) in base alla  loro 
mobilità elettroforetica (A. B. Allison, et al., 2012) 
 
  
 
 
Segmento Gene 
5’UTR 
(nt) 
ORF 
(nt) 
3’UTR 
(nt) 
Lunghezza 
(nt) 
Lunghezza 
(aa) 
Peso 
molecolare 
(KDa) 
Virus 
1    (L1) VP1 11 3909 22 3942 1302 149.7 
EHDV-2 
(Alberta) 
2    (L2) VP2 16 2919 36 2971 972 112.6 
EHDV-6 
(CSIRO 753) 
3    (L3) VP3 17 2700 51 2768 899 103.1 
EHDV-2 
(Alberta) 
4   (M4) VP4 8 1935 40 1983 644 76.0 
EHDV-2 
(Alberta) 
5   (M5) NS1 32 1656 115 1803 551 64.6 
EHDV-2 
(Alberta) 
6   (M6) VP5 28 1584 30 1642 527 59.1 
EHDV-6 
(CSIRO 753) 
7    (S7) VP7 17 1050 95 1162 349 38.1 
EHDV-2 
(Alberta) 
8    (S8) NS2 19 1122 45 1186 373 43.2 
EHDV-2 
(Alberta) 
9    (S9) VP6 14 1080 46 1140 359 39.8 
EHDV-2 
(Alberta) 
10 (S10) NS3 20 687 103 810 228 25.5 
EHDV-2 
(Alberta) 
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2.2.3 Resistenza agli agenti fisico chimici  
 
Questi parametri sono molto simili a quelle degli  altri membri 
del genere Orbivirus  (Coetzer and Guthrie, 2004). Grazie al 
genoma bicatenario EHDV è resistente ai raggi γ e alle radiazioni 
ultraviolette. Il virus risulta instabile alle alte temperature, viene 
infatti inattivato se esposto a 50°C per 3 ore e/o 60°C per 15 
minuti. A pH inferiori a 6 e superiori ad 8 il virus perde la sua 
capacità di infettare in quanto la proteina VP2 viene rimossa dal 
capside. Essendo sprovvisto di envelope EHDV risulta resistente 
ai solventi lipidici, ma viene inattivato da propiolactone, 
gluteraldeide al  2% p/v, ipoclorito di sodio al 3% p/v iodofori,  
fenoli e disinfettanti basici ed alcalini  (idrossido di sodio al 2%).
     
 
2.2.4 Spettro d‟ospite in vivo 
 
EHDV è in grado di infettare diversi ruminanti selvatici e 
domestici. Storicamente il virus è stato associato alla malattia 
epizootica emorragica nel cervo a coda bianca (Odocoleius 
virginianus) del Nord America, ma risultano suscettibili anche 
cervo mulo, antilope,  cervo a coda nera e cervo rosso. Il bovino  
è ricettivo all'infezione naturale da parte dei  sierotipi EHDV-2  
(stipite Ibaraki), EHDV-6 e EHDV-7 (Temizel et al., 2009; Yadin 
et al., 2008). Più controversa è la suscettibilità dei piccoli 
ruminanti; nelle pecore europee infatti è stata riscontrata viremia, 
ma l‟infezione non ha causato sintomi clinici (Tomori, 1980, 
Gibbs and Lawman, 1977, Thomson et al., 1988). Tuttavia 
durante un focolaio da sierotipo EHDV-7 che colpì alcune 
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mandrie di cervi in Israele, vennero effettuate analisi sierologiche 
con esito negativo su pecore presenti negli allevamenti circostanti 
(Kedmi et al., 2011). Anticorpi anti EHDV vennero invece  
identificati nelle capre presenti nella zona e quindi la possibilità 
che anche qualche pecora potesse essersi infettata non fu scartata 
totalmente (Al-Busaidy and Mellor, 1991). I suini non risultano 
suscettibili all‟infezione, mentre si hanno ancora poche 
conoscenze riguardo alla suscettibilità dei cani.  Nella  (Tab.3) 
sono riportati i dati disponibili sulla suscettibilità di specie. 
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Tab.3 Specie suscettibili alla infezione con  EHDV  
*S: accertato mediante sierologica, *V: accertato mediante esame virologico 
*AGID : sieri testati con la tecnica AGID  possibile cross-reazione con gli anticorpi 
diretto contro BTV  
(G. Savini et al., 2011) 
Specie (nome 
tassonomico) 
Nome 
comune 
Infezione 
Sintomi 
clinici 
Sierotipo 
identificato 
Riferimenti bibliografici 
Bos Taurus Bovino Naturale Si 2, 6, 7 
House et al., 1998; Pasick et 
al., 2001; Dulac et al., 1989;  
Temizel et al., 2009; Yadin et 
al., 2008 
Odocoleius 
virginianus 
Cervo a coda 
bianca 
Naturale Si 2 (V) Gaydos et al., 2004 
Antilocapra 
americana 
Antilope 
pronghorn 
Naturale ? ND 
Dubay et al., 2006a, Dunbar 
et al., 1999 
Odocoleius 
hemionus 
Cervo mulo/ 
Cervo a coda 
nera 
Naturale Si 1 (S) Dubay et al., 2004 
Oryx leucoryx Orice Araba Naturale No ND Frolich et al., 2005 
Mazama 
gouazoubira 
Cervo a coda 
grigia 
Naturale ? ND Deem et al., 2004 
Ovis canadensis 
canadensis 
Pecore big 
horn delle 
Rocky 
Mountain 
Naturale Si 2 (V) Noon et al., 2002b 
Ursus 
americanus 
floridanus 
Orso bruno Naturale No 1 (V) Dunbar et al., 1998 
Cervus elaphus Cervo rosso 
Sperimental
e 
No 1 (V) Gibbs and Lawman 1077 
Capra hircus Capra Naturale No 
2, 6 (S) 
1, 2 (S) 
Al-Busaidy and Mellor, 
1991; Nole et al., 2010 
Diceros 
bicornis 
Rinoceronte 
nero 
Naturale No ND Fisher- Tenhagen et al., 2000 
Gazella 
subgutturosa 
subgutturosa 
Gazzella a 
coda nera 
Naturale No 
ND 
(AGID, (S) 
Albayrac et al., 2010 
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2.2.5 Coltivazione del virus in vitro 
Il virus si coltiva su uova embrionate di pollo mediante 
inoculazione intravascolare di embrioni di 10-12 giorni e, dopo 
isolamento, anche su diverse colture cellulari originate da feti di 
ruminanti e in linea continua di mammiferi (BHK21, Vero) e 
insetti Aedes albopictus (C6/36),  Culicoides sonorensis (Kc). 
 
2.3 Patogenesi  
Le cellule bersaglio sono le cellule endoteliali delle pareti dei 
vasi linfatici e sanguigni ed i monociti/macrofagi. In seguito 
all‟infezione EHDV inizia a replicarsi nelle cellule endoteliali dei 
vasi linfatici e nei linfonodi che drenano il sito di infezione (Sohn 
and Yuill, 1991). Si riversa poi nel circolo sanguigno 
raggiungendo così altri siti di replicazione, in  particolare 
linfonodi e  milza. Il virus si associa alle cellule del sangue, in 
particolare ai globuli rossi  e la viremia  persiste ad alto titolo per 
periodi abbastanza lunghi (Gibbs and Lawman, 1977; Aradaib et 
al.,1997). Come nel caso di BTV è possibile trovare 
contemporaneamente negli stessi animali  particelle virali e 
anticorpi neutralizzanti e questo perchè il virus è adeso ai i 
globuli rossi.  Studi in vitro hanno dimostrato che la replicazione 
del virus potrebbe essere  di tipo monocita-dipendente (Stallkecht 
et al., 1997). Come per gli altri virus trasmessi da vettori la 
durata della viremia rappresenta un elemento chiave per la 
diffusione dell‟infezione. La durata della viremia è stata studiata 
sia nei cervi che nei bovini seguendo infezioni naturali o indotte 
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sperimentalmente. Nelle sperimentazioni sui cervi, utilizzando il 
sieritipo EHDV-2, è stato osservato che l‟infezione può essere 
rilevata a 2 giorni p.i.. Solo in alcuni cervi EHDV poteva essere 
isolato fino a 50 giorni p.i. ma solitamente la viremia non aveva 
una durata superiore alle 3 settimane p.i. (Gaydos et al., 2002 a,b; 
Quist et al., 1997). Altri esperimenti effettuati sui bovini con i 
sierotipi EHDV-1  e EHDV-2  hanno dimostrato  viremia tra 9 e  
23 giorni p.i e tra  8 e  16 giorni p.i. (Aradaib et al., 1994b). 
L‟infezione con un determinato sierotipo conferisce protezione 
nei confronti dello stesso sierotipo. Nel 1960 infatti morbilità e 
mortalità da virus di Ibaraki furono molto inferiori rispetto a 
quelle registrate nei focolai che si erano verificati l'anno 
precedente poichè la maggior parte dei bovini presentava 
anticorpi  contro il virus (Omori et al., 1969). La durata della 
protezione da infezione non è ancora stata determinata, ma dalle 
osservazioni fatte in corso di infezioni naturali si pensa che possa 
persistere per tutta la vita dell‟animale (Stallknecht et al., 1991). 
Non è ancora noto se l‟infezione con un determinato sierotipo 
conferisca, e in quale grado, cross-protezione nei confronti degli 
altri sierotipi. È accertato invece che l‟infezione con EHDV non 
conferisce cross-protezione nei confronti di BTV e viceversa 
(Quist et al., 1997). EHDV è un virus trasmesso mediante insetti 
vettori, ma nei cervi a coda bianca si pensa che il virus possa 
essere trasmesso anche per via orizzontale. EHDV è stato isolato 
anche da tamponi vulvari prelevati da pecore che avevano 
recentemente partorito (Gibbs and Lawman, 1977). È stato 
inoltre dimostrato che la trasmissione può avvenire anche per via 
transplacentare e  EHDV-2 (Ibaraki) è stato isolato da organi  di 
un feto abortito (Ohashi, 1999). La trasmissione di EHDV 
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mediante lo sperma di bovini infetti  non è stata ancora accertata 
(Melville et al., 1996).   
2.4 Epidemiologia  
Analogamente a BTV, EHDV viene trasmesso mediante la 
puntura di insetti appartenenti al genere Culicoides, pertanto la 
maggiore incidenza di  focolai  si verifica in concomitanza con i 
periodi di maggiore presenza degli insetti vettori nell'ambiente 
(Mellor et al., 2000; Purse et al., 2005; Yonguc et al., 1982; 
Mellor and Boorman, 1995; Mellor, 1994), che nel caso dei 
culicoidi coincidono con la tarda estate e l‟inizio dell‟autunno. Si 
pensa che le specie dei Culicoides che trasmettono EHDV siano 
molto simili, se non le stesse che trasmettono BTV. Pertanto 
interazioni virus/vettore, siti e periodi  di riproduzione e 
influenza dei fattori climatici, sono più o meno gli stessi 
(Carpenter et al., 2008). Tuttavia il livello di competenza di 
ciascuna specie di Culicodes nei confronti di EHDV, intesa come 
capacità di trasporto e trasmissione del virus, può essere diverso 
rispetto a quello di BTV. I Culicoides (Fig.4) sono piccoli insetti 
appartenenti alla famiglia delle Ceratopogonidae che comprende 
più di 1400 specie, di cui circa il 96% si nutrono di sangue di 
mammiferi (uomo compreso) e uccelli. Secondo l'OMS i 4 criteri 
da prendere in considerazione per definire un insetto vettore 
competente per un virus sono: 1) isolare il virus da insetti non 
ingorgati di sangue; 2) dimostrare in laboratorio che l'insetto può 
infettarsi mediante un pasto di sangue infetto; 3) dimostrare in 
laboratorio che l'insetto infetto è in grado di trasmettere il virus a 
un ospite vertebrato suscettibile; 4) dimostrare che l'insetto può 
venire a contatto con ospiti suscettibili in condizioni naturali. 
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Nella (Tab.4) sono riportate alcune specie di culicoidi che 
possono fungere da vettori di  EHDV. Soltanto per Culicoides 
sonorensis vettore di EHDV-1 e EHDV-2 in America sono stati 
identificati i 4 criteri dell'OMS. Per altre 9 specie i criteri  sono 
stati 2 e per altre 12  è stato identificato  un solo criterio. In 
America, casi di EHD si riscontrano generalmente in tarda estate 
o inizio autunno. Durante i periodi di caldo intenso, i focolai si 
verificano in zone circoscritte dove sono presenti pozze di acqua 
stagnante, vicino alla quali si concentrano cervi e vettori. Le 
modalità attraverso le quali EHDV riesce a superare l'inverno 
(over-wintering) nelle zone infette, non sono state studiate, ma è 
probabile che siano analoghe a quelle descritte per BTV. Il 
trasporto di vettori infetti con le correnti aeree, svolge un ruolo 
importante nella diffusione di EHDV da una zona all'altra. Alcuni 
autori ipotizzano che il virus possa essere trasmesso tramite il 
seme di tori infetti, ma i dati disponibili non sono ancora 
sufficienti a confermare questa ipotesi. Sul ruolo epidemiologico 
delle diverse specie di ruminanti selvatici e domestici, in termini 
di mantenimento dell'infezione nell'ambiente,  diversi aspetti 
devono ancora essere chiariti. 
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Sottogenere Gruppo* Specie Sierotipi 
di 
EHDV 
Area 
geografica 
Avaritia Imicola (Fig. 
a) 
C.imicola 2,3,5,6,7,
8 
Sud Africa 
Avaritia 
Imicola 
C.bolitinos 1,2,3,4,5,
6,7 
Sud Africa 
(infezione 
sperimentale) 
Culicoides Pulicaris C.magnus 2 Sud Africa 
Avaritia Gulbenkiani C.gulbenkiani 2 Sud Africa 
Oecacta/Remmia Shultzei C.king/C.shultzei 4 Sudan 
Oecacta/Remmia Shultzei C.shultzei 2 Nigeria 
Haematomyidium Parensis C.Iahillei 2 Nord America 
Monoculicoides Variipennis C.sonorensis 1,2 Nord America 
AvaritiaFox,1955 Imicola C.brevitarsis 2 Australia 
 
Tab.4  Culicoidi che possono fungere da vettori di EHDV  
*gruppo di specie strettamente correlate (G. Savini, et al., 2011). 
 
 
 
 
 
     Fig.4        Culicoides imicola             
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2.5 Aspetti clinici  
I segni clinici della malattia variano a seconda della specie. Il 
cervo è l‟animale più ricettivo ed i tassi di mortalità sono molto 
alti. Fatta eccezione per il virus Ibaraki, che infetta 
preferenzialmente il bovino ed i sierotipi 6 e 7, tutti gli altri 
sierotipi di EHDV sono poco patogeni per questa specie. Gli 
ovini risultano poco sensibili all'infezione e dopo infezione 
sperimentale presentano febbre di modesta entità e viremia 
transitoria.  
2.5.1 Malattia nel cervo  
Il cervo a coda bianca rappresenta la specie maggiormente 
colpita da EHDV ed in questa specie l‟infezione è caratterizzata 
da un‟alta morbilità e mortalità. Cervo mulo (Odocoleius 
hemionus), cervo a coda nera (Odocoleius hemionus 
columbianus) e antilope di pronghorn presentano tassi di 
sopravvivenza molto più elevati (Hoff and Trainer, 1981; Work et 
al., 1992). Il periodo di incubazione, determinato con dati 
sperimentali, è di 5-10 giorni. La malattia può manifestarsi in tre 
forme cliniche: iperacuta, acuta e cronica. La forma iperacuta è 
caratterizzata da febbre alta, anoressia, abbattimento, 
disorientamento, disturbi respiratori edema a livello del collo e 
della testa, edema e cianosi della lingua (Fig.5). Talvolta gli 
animali muoiono rapidamente alla comparsa dei primi sintomi 
clinici 8 - 36 ore dopo l‟infezione ed alla necroscopia si osserva 
idropericardio (Fig.6) e ascite. 
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      Fig.5 Edema a livello della lingua                            Fig.6 Idropericardio 
La  forma acuta è quella osservata più frequentemente e si 
manifesta con i segni tipici della malattia: scolo nasale con tracce 
di sangue, erosioni  su lingua e  palato (Fig.7)  che determinano 
iper-salivazione e quando sono molto gravi impediscono 
all'animale di alimentarsi, emorragie cutanee, iperemia 
congiuntivale. Gli animali muoiono in 7-12 giorni dalla comparsa 
dei segni clinici. Alla necroscopia si evidenziano: emorragie e 
fenomeni trombotici su pelle, cuore, polmoni, milza, fegato, 
intestino e lesioni erosive su omaso e rumine.  
 
        
 
 
 
 
 
 
    Fig.7 Erosioni a livello della lingua  e del palato   
  
 
Nella forma cronica la malattia si protrae  per alcune settimane, 
la crescita dell'unghia si interrompe e per questo in alcuni 
soggetti si osserva  la rottura degli zoccoli con conseguente 
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zoppia (Fig.8). Nei casi più gravi gli animali deperiscono 
progressivamente e possono morire. Alla necroscopia si possono 
osservare solo alcune lesioni erosive a livello del rumine (Fig.9). 
I tassi di  morbilità e mortalità nel cervo sono difficili da 
determinare; in cervi a coda bianca presenti in aree a rischio si 
stima che morbilità e mortalità possano aggirarsi  rispettivamente 
intorno al 30% e al 20% (Gaydos et al., 2004).  
 
 
 
 
              Fig.8 Cervo,  rottura degli zoccoli                  Fig.9 Lesioni erosive al livello del rumine 
 
2.5.2 Malattia nel bovino 
I segni clinici sono molti simili e generalmente indistinguibili da 
quelli causati dal virus della BT. Essi includono, febbre, 
anoressia, zoppia, emorragie e lesioni erosive sul musello ed 
all'interno della bocca e difficoltà nella deglutizione. La seconda 
epidemia che si verificò in Giappone nel 1997 da EHDV-2 
(Ibaraki) provocò anche aborti, malformazioni fetali e mortalità 
neonatale (Ohashi et al., 1999).Nei focolai segnalati in Israele nel 
2006 il virus ha causato nei bovini, ma non nei piccoli ruminanti, 
una malattia simile alla BT caratterizzata da ridotta produzione di 
latte, anoressia, febbre, dispnea,  scolo nasale (Fig,10), 
salivazione, rigonfiamento della lingua, edemi ed iperemie a 
livello congiuntivale (Fig.11), ed erosioni boccali. La morbilità 
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oscillava dal 10% al 40% e la mortalità era molto bassa  (Kedmi 
et al.,2010b,c, 2011). Nella (Tab.5) sono riportati i tassi di 
mortalità e di morbilità nel bovino osservati nelle diverse parti 
del mondo. 
 
 
 
 
 
        Fig.10 Scolo nasale sieropurulento                 Fig.11  Edema ed iperemia congiuntivale 
 
 
Sierotipo Paese    Anno Morbilità*  Mortalità* Riferimenti 
2 (Iba) Giappone 1959 0,01-12,6% 10,3% Omori et al., 1969 
2 (Iba) Giappone 1960    ND 5,8% Omori et al., 1969 
2 USA Ottobre „96  >20%  House et al., 1998 
ND Reounion 
(Francia) 
    ND  0 Breard et al., 2004 
7 Israele  Novembre 
„06 
5-80% <1,42% Yadin et al., 2008; 
Kedmi et al., 2010 a 
6 Turchia  Agosto  „07   Temizel et al., 2009 
6 Marocco Settembre „07   OIE, WAHID 2006 
6 Algeria     OIE, WAHID 2006 
 
Tab. 5 Tassi di mortalità e di morbilità nel bovino (G. Savini et al., 2011) 
* morbilità e mortalità nelle aziende con infezione 
ND:  non determinato 
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2.6 Diagnosi 
Sempre più frequentemente EHDV e BTV circolano  nelle stesse 
zone e la diagnosi, basata unicamente sugli aspetti clinici, non 
risulta attendibile. Per una diagnosi  sicura è necessario ricorrere 
ad esami di laboratorio. Essendo la EHD inclusa nelle malattie 
della lista OIE, le tecniche diagnostiche standard sono descritte 
nel Manual of diagnostic test and vaccines (OIE).  
2.6.1 Isolamento ed identificazione del virus 
L'isolamento virale può essere eseguito su campioni di sangue 
con anticoagulante e su porzioni di milza,  polmoni,  linfonodi 
prelevati post mortem (Aradaib et al., 1994 a,b). L‟isolamento del 
virus mediante  inoculazione di uova embrionate di pollo è un 
metodo sensibile, ma lento e costoso. In alternativa possono 
essere utilizzate diverse linee cellulari:  BHK-21, Vero,  cellule 
endoteliali di arteria polmonare bovina (CPAE), cellule di  Aedes 
albopictus (C6/36) e di Culicoides sonorensis (Kc).  L'effetto 
citopatico (ECP),  che si osserva solo nelle cellule di mammifero,  
generalmente appare fra il secondo ed il settimo giorno post 
inoculazione (Mac Holland and Mecham, 2003; Murphy et al., 
2006). La identificazione degli isolati virali viene fatta mediante 
sieroneutralizzazione e test di riduzione delle placche  (Pearson 
et al., 1992 a; Stott et al., 1978). 
2.6.2 Ricerca del genoma virale 
Per la ricerca del genoma virale sono state sviluppate diverse 
tecniche di RT-PCR da utilizzare su campioni di sangue e 
omogenati di organo (Wilson et al., 1992; 2009a,b; Ardaib et al., 
1994a,b; 2003; Clavjo et al., 2010) (Tab.6). Diverse di queste  
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tecniche di RT-PCR permettono di discriminare molto bene tra 
BTV e EHDV (Wilson et al., 2009 a; Yin et al., 2010). Alcune 
tecniche  basate sulla amplificazione del segmento genomico 2 
permettono di identificare singoli sierotipi di EHDV in perfetto 
accordo con il test di sieroneutralizzazione (Maan et al., 2010; 
Brodie et al., 1998; Aradaib et al., 1995 a,b) (Tab.7). Le tecniche 
di RT-PCR svelano  l'RNA virale con un elevato livello di 
sensibilità, ma non è possibile determinare se il campione 
contiene o no particelle virali infettanti. Si pensa che la durata 
della positività alla RT-PCR nel sangue sia più lunga del periodo 
in cui sono presenti particelle virali infettanti. 
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Gene target Tipo  
metodica 
Specificità analitica Riferimenti 
Bibliografici 
Segmento 
10 
Real time No cross-reazione 
con i 24 sierotipi di 
BTV 
Wilson et al., (2009a) 
Segmento 6 Convenzionale 
Nested 
No cross-reazione 
con i sierotipi di BTV 
del Nord America 
(2,10,11,13,17) 
Aradaib et al., (2003) 
Segmento 3 Convenzionale No cross-reazione 
con i sierotipi di BTV 
del Nord America 
Harding et al., (1996) 
Segmento 3 Convenzionale - Ohashi et al., (1999) 
Segmento 
10 
Convenzionale - Aradaib et al., (1998) 
Segmento 6 Convenzionale  
Captured 
nested* 
No cross-reazione 
con  BTV e  AHSV 
Wilson, (1994) 
Segmento 6 
di BTV e 
EHDV 
Convenzionale 
multipex 
 
- Aradaib et al., (2003) 
Segmento 6 
e 10 di 
EHDV 
Real Time 
multiplex 
No cross-reazione 
con i 24 sierotipi di 
BTV 
Wilson et al. 
(2009a,b) 
 
Tab.6: metodiche di  RT-PCR per l’identificazione di EHDV. (G. Savini et al., 2011) 
*Captured nested :  nuova metodica da poco sviluppata e brevettata che permette di 
effettuare contemporaneamente  la cattura dell’RNA, la sua retrotrascrizione e la 
nested-PCR. I vantaggi di questa metodica sono: alta sensibilità, semplicità di 
esecuzione e  bassissimo rischio di contaminazione dei campioni. 
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Gene 
target 
Tipo 
metodica 
Specificità 
analitica 
Sensibilità 
analitica 
Riferimenti 
Bibliografici 
Segmento 
2 di 
EHDV-1 
Convenzionale No cross-reazione 
con EHDV-2 e 
sierotipi di BTV 
del Nord America 
(2,10,11,13,17) 
0,1 fg Aradaib et al., 
(1995a) 
Segmento 
2 di 
EHDV-2 
Convenzionale No cross-reazione 
con EHDV-1 e  
sierotipi di BTV 
del Nord America 
(2,10,11,13,17) 
0,1 fg Aradaib et al., 
(1995b) 
 
Tab. 7:  RT-PCR sierotipo-specifiche basate sull’amplificazione parziale del segmento 
genomico 2 
 (G.Savini et al., 2011) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
33 
 
2.6.3 Ricerca degli antigeni virali  
Test di ELISA sandwich, ELISA di cattura dell'antigene,   
immunoistochimica e  immunofluorescenza diretta possono 
essere usati  per identificare gli antigeni virali nei  tessuti, ma 
presentano una sensibilità inferiore rispetto alla RT-PCR. 
2.6.4 Diagnosi sierologica  
Il test gold standard per la ricerca degli anticorpi anti EHDV 
rimane il test di sieroneutralizzazione, il quale permette di 
quantificare anticorpi sierotipo specifici, ma per questo è anche 
molto laborioso, in quanto il siero in esame deve essere saggiato 
nei confronti dei diversi sierotipi.  Negli ultimi anni sono stati 
sviluppati diversi test sierologici basati su metodiche ELISA, 
usando come antigene particelle virali o proteine ricombinanti. 
L'antigene gruppo specifico è la VP7, che una volta espressa in 
sistema baculovirus/cellule di insetto, può essere usata come 
antigene in ELISA indiretta o competitiva. Tecniche di ELISA 
competitiva con l'utilizzo di anticorpi monoclonali permettono di 
identificare anticorpi diretti verso specifici sierotipi. Altre 
tecniche utilizzate con minor frequenza  sono western blotting  e 
AGID. 
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2.7 Importanza economica della malattia  
A seguito dei recenti cambiamenti nella epidemiologia di questa 
malattia e i focolai di infezione in Nord Africa, Israele e Turchia 
che hanno causato  perdite abbastanza elevate in allevamenti 
bovini, l'attenzione nei confronti di questa malattia è cambiata e 
la possibilità che possa divenire un pericolo soprattutto per gli 
allevamenti di bovini da latte europei e statunitensi viene valutata 
con molta attenzione.  In Israele nel corso dei focolai del 2006 la 
perdita economica, dovuta soprattutto a diminuita produzione di 
latte, è stata calcolata in 26,5 US$ per capo negli allevamenti 
colpiti (Kedmi et al., 2006a). Le perdite sono elevate soprattutto 
durante la prima incursione del virus in una zona e tendono ad 
attenuarsi negli anni successivi con lo svilupparsi dell'immunità 
di popolazione. L'impatto economico di questa infezione può 
essere considerevole e, se le perdite rilevate in Israele vengono 
rapportate al numero di allevamenti di bovini da latte presenti in 
Europa e negli Stati Uniti, le conseguenze potrebbero essere 
molto gravi. 
2.8 Profilassi e controllo  
Le misure sanitarie sono diverse nei paesi indenni che vogliono 
prevenire l'introduzione del virus sul loro territorio e nei paesi 
infetti che mirano a ridurre la diffusione dell'infezione e a 
proteggere gli animali dalla malattia. Come le altre malattie a 
trasmissione vettoriale anche EHD è una  malattia difficile da 
eradicare. Quando l'infezione si è stabilita in un paese o in una 
regione il suo decorso e mantenimento sono soggetti a diverse 
variabili  imprevedibili e incontrollabili  di natura  climatico-
ambientale. Le strategie di profilassi e controllo si basano su: 
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sorveglianza e misure di controllo nelle aree endemiche; 
sorveglianza e misure di controllo nelle aree indenni; 
vaccinazione.  Per quanto riguarda in particolare questa ultima 
strategia di controllo, che maggiormente attiene alle finalità di 
questa tesi, la National Deer Farmers Association statunitense,  
nel tentativo di controllare la malattia nei cervi di allevamento, 
ha finanziato la preparazione di vaccini inattivati da isolati di 
campo appartenenti ai sierotipi  1 e 2, ma non ci sono ancora 
studi accurati sulla loro  efficacia (Titus, 2008).  In Giappone è 
stato preparato  un vaccino vivo attenuato contro la malattia di 
Ibaraki a partire dallo stipite Ibaraki 2, che è risultato sicuro ed 
efficace a controllare l‟epidemia verificatasi nel corso degli anni 
1980 (Ohashi et al., 1999). Ad eccezione delle esperienze 
americane e giapponesi non c'è stato fino ad ora molto interesse 
da parte di laboratori e compagnie produttrici a sviluppare nuovi 
vaccini. I mutamenti della situazione epidemiologica ed il 
diffondersi dell'infezione nel bovino hanno destato maggiore 
interesse anche verso la profilassi vaccinale ed è probabile che le 
indagini in corso portino presto allo sviluppo di nuovi vaccini. In 
questo filone di ricerca si inserisce il contributo sperimentale di 
questa tesi preliminare allo sviluppo di VLP  per EHDV.   
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2.9 Oggetto e scopo della tesi 
Lo scopo del presente lavoro di tesi è stato quello di ottenere 
l‟espressione in vitro, delle 4 principali proteine capsidiche (VP2, 
VP3, VP5, VP7) di EHDV-6 usando il sistema del baculovirus 
ricombinante. Tale sistema consente l'espressione della proteina 
ricombinante con  tutte le modifiche post-traduzionali  
(glicosilazione,  oligomerizzazione e  formazione di ponti 
disolfuro) in modo tale che  la proteina  assuma il corretto 
ripiegamento necessario per  svolgere la sua funzione. Il gene 
codificante per la proteina esogena viene inserito in una regione 
non essenziale del genoma virale del baculovirus, mediante 
ricombinazione omologa effettuata con un  vettore di 
trasferimento contenente il gene clonato. Tale evento si verifica 
nelle cellule di insetto co-transfettate con il vettore di 
trasferimento contenente i geni da esprimere ed il DNA del 
baculovirus opportunamente linearizzato. La produzione delle 
proteine esogene si ottiene poi mediante un‟ulteriore infezione di 
cellule di insetto, effettuata con il baculovirus ricombinante 
ottenuto. Le proteine capsidiche ricombinanti potranno poi essere 
utilizzate  come antigeni per la diagnosi sierologica e per 
l‟immunizzazione degli animali.  Lo stipite di EHDV-6 da noi 
utilizzato è conosciuto come  318, è stato responsabile di due 
diversi focolai di EHD verificatisi in Marocco nel 2004 (Promed, 
archive number 1214.3513, 2006) e nel 2006 (OIE, 2006a). 
Inoltre sempre nel 2006 lo stesso  sierotipo 6 si è diffuso anche in 
Algeria, Tunisia e Turchia (OIE, 2006b,c; Temizel et al., 2009). 
Pertanto questo sierotipo potrebbe essere il primo ad arrivare in 
sud Europa ed in particolare  in Italia. Durante la nostra ricerca è 
stato generato un baculovirus ricombinate esprimente i geni 
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codificanti per le proteine virali VP2 e VP5 (Bac VP2/VP5). 
Abbiamo inoltre utilizzato un secondo baculovirus ricombinante 
che esprime i geni per le proteine VP3 e VP7 (Bac VP3/VP7)  già  
prodotto nel laboratorio di virologia del Dipartimento di Scienze 
Veterinarie. Ambedue i baculovirus sono stati utilizzati 
separatamente ed in combinazione per infettare cellule della linea 
Sf9. Dopo infezione è stato valutato il livello di espressione delle 
proteine ricombinanti mediante western blotting e colorazione 
con blue di Coomassie. 
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3. MATERIALI E METODI 
3.1 Colture cellulari in linea continua Sf21 e Sf9 
La linea cellulare Sf21 è una linea continua derivata dal tessuto 
ovarico di Spodoptera frugiperda,  una falena che parassita  il 
mais e altre specie vegetali (Fig.1 a,b).  
 
 
 
 
 
  a                   b 
Fig. 1  Forma larvale (a) e adulta (b) di Spodoptera frugiperda 
 
Questa linea cellulare è stata ottenuta negli Stati Uniti presso 
l‟istituto Henry A. Wallace Beltsville Agricultural Research 
Center. 
La linea cellulare Sf9 deriva da un clone  dalla linea Sf21 ed è 
stata sviluppata  da  ricercatori della Texas A & M University. 
Ambedue le linee cellulari possono essere coltivate a 27°C in 
assenza di anidride carbonica sia in sospensione che in 
monostrato (Fig.2 a,b), anche se la coltivazione  in sospensione  
determina un livello di crescita più elevato. 
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          a                               b 
Fig. 2       Crescita delle cellule in sospensione (a) ed in monostrato (b) 
 
Le Sf9 determinano un livello maggiore  di espressione proteica 
rispetto alle Sf21 e per questo motivo vengono utilizzate per 
l‟espressione di proteine ricombinanti. Le linee cellulari Sf21 
sono particolarmente utili per amplificare i baculovirus e titolarli 
mediante  Plaque Assay. Per la coltivazione delle Sf21 è stato 
utilizzato il terreno TC-100® Insect Medium (Sigma-Aldrich), 
con aggiunta di antibiotici (Streptomicina e Penicillina), L-
Glutammina e Siero Fetale Bovino (FCS) al 10%. Per 
coltivazione delle Sf9 è stato utilizzato il terreno  Gibco® Sf-
900™ II SFM con aggiunta di antibiotici e L-Glutammina, ma 
poiché questo terreno è molto ricco, non è stato aggiunto  FCS. 
Le cellule in monostrato crescono fino ad occupare l‟intera 
superficie disponibile e a questo stadio si dicono confluenti. 
Quando il monostrato è confluente  la crescita si arresta e le 
cellule devono essere staccate e passate in altra fiasca.  Il 
passaggio delle cellule avveniva ogni due giorni diluendole 1:2 o 
1:3. Per  la coltura delle cellule in sospensione sono state 
utilizzate beute coniche. La concentrazione ottimale di cellule al 
momento del passaggio,  determinata mediante emocitometro 
(camera di Bürker) (Fig.3), deve essere di circa7*10
5
/ml. Per la 
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conta una aliquota di sospensione cellulare veniva diluita 1:1 con 
il colorante Trypan Blu e trasferita sull‟emocitometro. Le cellule 
sono state osservate al fine di valutarne la percentuale di vitalità 
(cellule vive/cellule totali x 100). Ogni due giorni le cellule in 
sospensione venivano contate e diluite alla concentrazione 
ottimale per il passaggio.  Gli esperimenti sono stati condotti solo 
quando le cellule avevano una vitalità maggiore del 90%. 
  
  
  
  
 
 
         Fig.3 Camera di Bürker 
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3.2 Clonaggio del gene codificante per VP2 
3.2.1 Vettore di trasferimento pAcUW51 - Il vettore pAcUW51 
(Fig.4) è derivato dal virus della poliedrosi nucleare multipla di 
Autographa californica (AcNPV). Tale vettore contiene  una 
copia del promotore p10 del virus ed una del promotore della 
poliedrina (Ph), disposti con orientamento opposto; a monte di 
ogni promotore, inoltre, sono presenti siti di restrizione diversi 
per il clonaggio dei geni. I virus ricombinanti, ingegnerizzati con 
pAcUW51,  sono quindi in grado di esprimere due diverse 
proteine esogene. Al fine di essere espressi gli inserti devono 
possedere un proprio codone di inizio della trascrizione ATG 
situato all'estremità 5‟ ed uno di stop residente  all‟estremita 3‟;  
inoltre la distanza tra il sito di clonaggio e l'inizio di ATG non 
deve superare i 100 nucleotidi in quanto, in caso contrario, 
l'espressione della proteina risulta scarsa. Il vettore pAcUW51 
contiene inoltre l‟origine F1 deputata alla produzione di DNA a 
singolo filamento. 
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Fig.4 Riproduzione schematica della struttura del  vettore pAcUW51 
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3.2.2 Clonaggio nel vettore di trasferimento – Il gene per la 
proteina VP5 era stato precedentemente clonato nel vettore di 
trasferimento pAcUW51 posto sotto il controllo del promotore  
p10, andando a costituire il vettore di trasferimento pAcUWVP5. 
Per l'inserimento del gene per la VP2 alle estremità 5' e 3' del 
segmento genomico sono stati inseriti due siti di restrizione 
BamHI tramite PCR. Il gene per la VP2 di EHDV-6, usato come 
stampo per la reazione di mutagenesi, ci è stato fornito dai nostri 
collaboratori dell‟IAH (Institute of Animal Health, Pirbright, 
UK) inserito nel vettore Zero Blunt® (Invitrogen). Per la PCR 
sono stati utilizzati i seguenti primers:  
VP2 BamHI Fwd 2: 
5‟ CGCGGATCCAGGTTAAATTGTTCCAGGATGGATAGCGTT 3' 
VP2 BamHI Rev 2: 
5‟ CGCGGATCCGTAAGTGTGTTGTTCCAGGTAATCTCTGTC 3' 
La reazione è stata eseguita con i parametri sotto riportati  
utilizzando la polimerasi proof-reading (Pfx50 Invitrogen), in   
presenza di 1ng di templato.  
94°C 2 min 
94°C 15 sec    
60°C 30 sec  33 cicli totali 
68°C 3 min 
68°C 10 min 
L'amplificato (VP2/BamHI) è stato sottoposto ad elettroforesi in  
gel di agarosio  0,8 %.   La banda relativa al gene  VP2 è stata 
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escissa dal gel e purificata  utilizzando Mini elute gel extraction 
kit seguendo le istruzioni della ditta (QIAGEN).  Il DNA è stato 
eluito in 10 µl di buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5).    
3.2.3 Reazioni di digestione del vettore di trasferimento ed 
inserto - Per poter inserire VP2/BamHI nel vettore di 
trasferimento pAcUWVP5, quest'ultimo e l‟inserto VP2/BamHI 
sono stati linearizzati mediante digestione con BamHI (10 
unità/µl, Biolabs) per 2 h a 37° C.  Per evitare la 
ricircolarizzazione  del vettore, il DNA è stato sottoposto a 
defosforilazione in presenza dell‟enzima fosfatasi alcalina 
(Thermosensitive Alkaline Phosphatase 1 U/µl, Fermentas) a 
37°C per 10 minuti e successivamente a 75° C per 5 minuti. 
3.2.4 Reazione di ligasi - Il frammento VP2 ed il vettore 
pAcUWVP5 digerito con  BamHI sono stati quantizzati tramite 
elettroforesi su gel di agarosio e utilizzati in una reazione di 
ligasi con rapporto tra vettore e inserto di 1:4. La reazione è 
avvenuta overnight a 22°C utilizzando l‟enzima T4 DNA Ligase 
(Fermentas).  
3.3 Generazione delle cellule competenti giornaliere 
La trasformazione è un processo mediante il quale avviene 
l‟ingresso di DNA esogeno all‟interno delle cellule. Le cellule in 
grado di effettuare la trasformazione vengono dette naturalmente 
competenti. Molte specie batteriche, non  naturalmente 
competenti, possono essere trasformate artificialmente in 
laboratorio rendendo la membrana cellulare  temporaneamente 
permeabile al DNA. Questo può essere ottenuto esponendo le 
cellule ad elevate concentrazioni di ioni metallici (per es. Ca
++
) o 
a impulsi di corrente ad alto voltaggio per tempi molto brevi 
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(elettroporazione).  Tali metodi di trasformazione artificiale sono 
particolarmente efficaci con molecole di DNA circolare e sono 
comunemente utilizzati per introdurre molecole di DNA 
ricombinante in cellule batteriche. Nei nostri esperimenti 
abbiamo eseguito il trattamento con CaCl2  e sono state utilizzate 
le cellule batteriche XL 10 GOLD fornite dalla ditta Invitrogen, 
conservate a -80°C in glicerolo. Le cellule batteriche sono state 
seminate su piastre di LB agar senza  antibiotici e 
successivamente incubate a 37°C overnight. Il giorno seguente è 
stata prelevata una colonia singola (la più isolata) ed  inoculata in 
un tubo contenente 5ml di terreno liquido LB senza antibiotici, 
portato a temperatura di 37°C.  Il tubo veniva poi incubato a 
37°C overnight. Il giorno seguente veniva fatta una subcultura 
(500 µl di sospensione batterica in  9,5 ml  di terreno LB senza 
antibiotici in un tubo Falcon da 50ml) ed il tubo veniva incubato 
in agitazione (225 rpm) a 37°C per 2 ore. Si procedeva poi a 
centrifugazione (10 minuti a 4000 rpm a  4 °C). Il pellet cellulare 
veniva risospeso in 10 ml di 0,1M CaCl2 mantenendo il tubo 
immerso nel ghiaccio per 30 minuti. Successivamente è stata 
effettuata una seconda  centrifugazione con gli stessi parametri 
della precedente, le cellule  risospese in 1 ml di CaCl2 e 
mantenute in ghiaccio per essere utilizzate entro 2 giorni. Le 
cellule sono state aliquotate in tubi sterili contenenti ognuno 100 
µl di esse. 
3.4 Trasformazione delle cellule batteriche competenti 
La mix di ligasi precedentemente preparata è stata aggiunta alle 
cellule competenti giornaliere ed i campioni incubati in ghiaccio 
per 30 minuti. Come controllo è stato utilizzato il plasmide 
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pUc19.  I campioni sono stati poi trasferiti per 30 secondi a 42°C 
e successivamente mantenuti in ghiaccio per 2 minuti. Sono stati 
poi aggiunti a ciascun campione 250 µl di S.O.C. (2% triptone, 
0.5% estratto di lievito, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM glucosio) incubando poi in 
agitazione (225 rpm) per 1 ora. I campioni sono stati poi seminati 
in piastre di LB agar contenenti ampicillina ed incubati a 37°C 
overnight. Il terreno selettivo permette la crescita delle sole 
cellule ricombinanti. Per ogni campione venivano preparate 2 
piastre seminate con volumi diversi (20 µl e 200µl) per ottenere 
la crescita di colonie isolate. Le cellule di controllo (con il 
plasmide pUc19) venivano diluite 1:10 in terreno LB e seminate 
in 2 piastre ( 25 µl e 100 µl). Le piastre sono state incubate a 
37°C overnight. 
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3.5 PCR di screening sulle colonie 
Per verificare la presenza e la giusta direzionalità dell‟inserto è 
stata eseguita una PCR di controllo. Le colonie ricombinanti  
sono state numerate e da ciascuna è stata prelevata una piccola 
quantità di patina batterica che è stata inoculata direttamente 
nella mix della PCR. La reazione è stata eseguita con  le seguenti 
coppie di primers:   
Polyhedrin promoter Fwd:   
 5‟ AAATGATAACCATCTCGC 3‟ 
VP2  680 Rev 
5‟ GTGTACCAATCGGTACTATCATCTGTCTTG 3‟ 
Visto che un primer (VP2 Rev) lega sul promotore polyhedrin e 
l‟altro (Polyhedrin promoter Fwd   ) è interno al gene VP2, 
risulteranno positive solo le colonie in cui sarà visibile un 
frammento di circa 800 bp.  
Il prodotto della reazione è stato quindi sottoposto a elettroforesi 
per evidenziare le bande delle dimensioni attese. Le colonie 
risultate positive sono state usate per la   midi preparazione di 
DNA.  
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3.6 Midi preparazione di DNA 
Per l‟estrazione del DNA dalle cellule batteriche è stato utilizzato 
il kit NucleoBond® finaliser (Macherey-Nagel) seguendo il 
protocollo della ditta. La colonia positiva è stata trasferita in un 
tubo falcon di terreno LB liquido con aggiunta di ampicillina ed 
il tubo incubato overnight a 37°C.  Dopo centrifugazione (4500-
6000g per 10 minuti a 4°C) il pellet cellulare è stato sospeso in 
8ml di buffer di sospensione (RES-EF Buffer) e dopo aggiunta di  
8ml di Lys-Buffer, incubato a 25°C per 5 minuti. Sono stati poi 
aggiunti 8 ml di Neu-EF Buffer ed il campione è stato invertito 
delicatamente per 10-15 volte, mantenuto in ghiaccio per 5 
minuti e sottoposto ad ulteriore centrifugazione (4500-6000 xg a 
4°C per 10 minuti). Durante la centrifugazione sono state 
equilibrate le colonnine fornite dal kit,  utilizzando 15 ml di EQ-
RES Buffer. Dopo centrifugazione la parte limpida del campione 
è stata caricata su colonnina fino a completo svuotamento per 
forza di gravità ed il filtro lavato con 5 ml di FIL-EF Buffer. 
Dopo aver scaricato la colonnina mediante inversione, sono stati 
aggiunti  35 ml di ENDO-EF Buffer aspettando che la colonnina 
si svuotasse per gravità. Il filtro della colonnina è stato poi 
nuovamente lavato con 15 ml di WASH-EF Buffer e trasferito in 
un tubo falcon sterile per la raccolta dell‟eluato. Sono stati 
aggiunti 5 ml di ELU-EF Buffer preriscaldato  a 50°C e 
successivamente  0,7 volumi di isopropanolo. Il tubo è stato 
vortexato per 10 secondi e lasciato riposare per 2 minuti. Da 
questo momento in poi  le operazioni per il recupero del DNA 
sono state effettuate sotto cappa. E' stata utilizzata una siringa da 
30 ml privata dello stantuffo alla cui estremità al posto dell'ago è 
stato inserito il filtro NucleoBond-Finalizer per il recupero del 
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DNA. Il liquido del campione è stato caricato nella siringa e 
dopo aver riposizionato lo stantuffo si è fatto passare il liquido 
attraverso il filtro. La stessa operazione è stata ripetuta 
aggiungendo 2 ml di etanolo free-endotoxine al 10%. Si è 
aspettato che il filtro si asciugasse e successivamente  il  DNA è 
stato raccolto in una eppendorf facendo passare per 2 volte da 
200 a 800 µl di Buffer-EF mediante una siringa più piccola. Il 
DNA ottenuto è stato quantizzato utilizzando lo spettrofotometro. 
3.7 Reazione di controllo del clone pAcUWVP2/VP5 
Per verificare l'inserimento corretto del gene per VP2 nel vettore 
di trasferimento, è stata effettuata una digestione con BamHI, 
seguita da una corsa elettroforetica su gel di agarosio allo 0,8% 
che ha permesso di evidenziare la presenza di due bande a 
diversa altezza corrispondenti  al vettore linearizzato  ed al gene 
della VP2. Per controllare ulteriormente la presenza di tutto il 
gene per VP2  ed il suo orientamento nel clone generato è stata 
effettuata una PCR  utilizzando un primer sul promotore pH (pH 
Fwd: 5‟ AAATGATAACCATCTCGC 3‟) ed uno all‟estremità 3‟ 
del gene (VP2BamHIRev2: 5‟CGCGGATCCGTAAGTGTGTTGTT 
CCA G GTAATCTCTGTC 3‟). 
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3.8 Analisi di sequenza dei  plasmidi 
Per verificare la presenza del gene per VP2, l‟assenza di 
mutazioni e la presenza dei codoni di inizio e di terminazione 
della trascrizione presenti nelle giuste posizioni, i campioni sono 
stati inviati alla BMR Genomics per il sequenziamento.  Le 
sequenze ottenute sono state confrontate con quelle presenti in 
banca dati  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
3.9 Generazione del Baculovirus ricombinante 
La generazione del baculovirus ricombinante (Fig.5) è stata 
effettuata in piastre da  6 pozzetti, ciascuno contenente 8*10
5
 
cellule Sf21. Il terreno utilizzato era il TC-100 sprovvisto di 
antibiotici e FCS.    La generazione del baculovirus è avvenuta 
preparando 3 diverse mix di reagenti: 
Reazione 1 
50 µl TC-100  
7 µl del vettore di trasferimento contenente ambedue i segmenti 
genomici per VP2 e VP5 (pAcUWVP2/VP5)  (˷ 1,4 µg ) 
2,5 µl  di  DNA linearizzato di baculovirus (Baculogold bright 
linearized DNA 100 ng/µl) (Invitrogen) 
Reazione 2 
50 µl TC-100  (sprovvisto di antibiotici e FCS) 
9 µl  di Cellfectin ® (Invitrogen), una sostanza lipidica cationica 
che permette la trasfezione ottimale delle cellule di insetto. 
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Reazione di controllo 
9 µl Cellfectin® 
1000 µl di TC-100 
Le 3 reazioni sono state incubate separatamente per 5 minuti a 
temperatura ambiente e successivamente la 1 e la 2 sono state 
unite a formare la miscela di reazione che è stata incubata per 45 
minuti a temperatura ambiente. Nel frattempo le cellule sono 
state lavate 2 volte utilizzando TC-100. Novecento µl dello 
stesso terreno sono stati aggiunti goccia a goccia alle cellule ed 
alla miscela di reazione e questa è stata poi trasferita sulle cellule. 
Dopo 5 giorni di incubazione. Alla comparsa dell‟effetto 
citopatico, caratterizzato da lisi parziale delle cellule, si è 
proceduto alla raccolta del baculovirus del surnatante dopo 
centrifugazione a 2000 rpm per 5 minuti della sospensione 
cellulare. Il virus è stato poi titolato mediante plaque assay. 
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1.Generazione del vettore 
di trasferimento 
 
2. La co-trasfezione del 
BD-Baculogold™  e del 
vettore di trasferimento 
ricombinante avviene nelle 
cellule di insetto 
   
 
 
   
3.La ricombinazione tra il 
vettore di trasferimento 
ricombinante e il DNA 
virale avviene nelle cellule 
di insetto 
   
4.Infezione delle cellule di 
insetto per la produzione 
delle proteine ricombinanti 
3.  
 
 
 
 
Fig.5 Generazione del baculovirus ricombinante  
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3.10 Titolazione virale mediante plaque assay 
Il plaque assay è una metodica standard di titolazione virale  che  
determina il numero di unità virali formanti placca (pfu) di una 
sospensione virale. Questa titolazione è  utilizzata nella 
produzione di vaccini antivirali e di antigeni e proteine 
ricombinanti prodotte  con  vettori virali.   Diluizioni scalari del 
virus vengono inoculate su monostrati cellulari confluenti, 
successivamente ricoperti con un terreno semisolido agarizzato  
al fine di impedire la  diffusione  dell‟infezione nel substrato 
cellulare. Le cellule infettate dal virus vanno incontro a lisi, 
permettendo alle particelle virali di fuoriuscire e di infettare le 
cellule adiacenti dove il ciclo di infezione  si ripete. L‟area 
cellulare infettata darà luogo ad una placca (aerea di lisi cellulare 
circondata da cellule non infettate), visibile sia al microscopio 
che ad occhio nudo.  Questa titolazione si basa sul presupposto 
che ogni placca  si  sia originata da una singola particella 
infettante di virus. Il numero delle placche rapportato al fattore di 
diluizione utilizzato permetterà di determinare il numero di unità 
formanti placca presenti per unità di volume (pfu/ml) della 
sospensione virale.  Nel nostro lavoro sono state utilizzate le 
cellule Sf21  e calcolati i titoli in pfu/ml relativi ai due 
baculovirus ricombianti Bac VP2/VP5 e  Bac VP3/VP7.  Il 
protocollo di titolazione è stato il seguente. Le cellule sono state 
contate con emocitometro e diluite in terreno di coltura (con 
antibiotici e senza FCS) fino ad  ottenere una  sospensione 
cellulare alla concentrazione di 1*10
6
 cellule/ml.  La sospensione 
cellulare è stata distribuita in una piastra a 6 pozzetti e le cellule 
fatte aderire alla superficie della piastra in circa 10 minuti. 
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Successivamente sono stati eseguiti 2 lavaggi con lo stesso 
terreno. Sono state preparate 7 diluizioni scalari in base 10 del 
virus ed utilizzate le diluizioni da 10
-4 
a 10
-7
. Il terreno è stato poi 
rimosso dalla piastra e sono stati distribuiti nei pozzetti 100µl 
delle diluizioni virali. Dopo una fase di adsorbimento per 1 ora a 
37°C in oscillazione, il sovranatante è stato aspirato dai pozzetti e 
le cellule sono state ricoperte con 1 ml di terreno al 2% di 
agarosio (terreno semisolido). Trascorso il tempo necessario per 
la solidificazione del terreno, si è aggiunto 1 ml di terreno di 
coltura con 5% FCS e le piastre sono state incubate a 37°C per 5 
giorni. In fase di lettura, per agevolare la conta delle placche, è 
stata effettuata una colorazione dei pozzetti utilizzando Natural 
Red al 10%: le placche apparivano  bianche su sfondo rosso. Il 
titolo del virus veniva calcolato con la seguente formula: 
pfu/ml = n° placche  * fattore di diluizione * (1000/µl di inoculo)  
Al fine di riconoscere le placche originatesi dalle particelle di  
baculovirus ricombinante la fase finale di colorazione delle 
placche con il neutral-red è stata condotta in presenza del 
substrato della β-galattosidasi,  X-gal ( bromo-cloro-indolil-
galattopiranoside  noto come  BCIG ) alla concentrazione di 
1mg/ml. Poiché l‟inserimento dei geni per  VP2 e VP5 all‟interno 
del genoma  di baculovirus provoca l‟interruzione del gene 
codificante per la β-galattosidasi, le placche originatesi dai 
baculovirus ricombinanti sono bianche a differenza di quelle 
originatesi da baculovirus non ricombinante che sono blu. La 
generazione del baculovirus ricombinate ha avuto un‟efficienza 
del 100%, in quanto tutte le placche apparivano bianche. Il 
baculovirus ricombinante è stato poi recuperato aspirando con 
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una pasteur il terreno semisolido in corrispondenza delle placche 
di lisi. Il virus è stato conservato a 4°C per essere poi utilizzato 
negli esperimenti di infezione.  
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3.11 Amplificazione del baculovirus ricombinante  
Al fine di ottenere uno stock virale con titolo adeguato sono stati 
necessari almeno tre cicli di amplificazione su cellule Sf21. Le 
cellule sono state infettate in monostrato in fiasche da 75 cm
2
 con 
una confluenza del 50%-60%. Per evitare la generazione di virus 
difettivi abbiamo utilizzato una moltiplicità di infezione (MOI) 
abbastanza bassa ( 0,1 )  corrispondente ad 1 particella virale per 
10 cellule).  Il volume della sospensione virale necessario per 
effettuare l‟infezione delle cellule veniva calcolato con la 
seguente formula:  
Volume utilizzato = MOI * n° di cellule presenti nella fiasca / 
titolo del virus 
Le fasi dell'infezione erano le seguenti:  
1) lavaggio delle cellule  con terreno senza siero; 
             2) aggiunta della sospensione virale alla MOI ottimale; 
             3) incubazione a 27°C per 1 ora; 
             4) rimozione dell'inoculum; 
             5) aggiunta del terreno di coltura; 
               6) controllo giornaliero delle fiasche per evidenziare la      
                   presenza di ECP 
                                     7)in presenza di lisi evidente, ma non ancora totale (4-5   
giorni p.i) raccolta del surnatante contenente il virus e 
conservazione a 4°C                              
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                       3.12 Ottimizzazione dell‟infezione 
Al fine di valutare l‟MOI ed il tempo di raccolta delle cellule 
(time course) in cui si verificava l‟espressione ottimale delle 
proteine virali,  sono state effettuate  diverse infezioni utilizzando 
la linea cellulare Sf9. Le cellule sono state infettate sia in 
monostrato che in sospensione con  i   baculovirus ricombinanti, 
Bac 2/5 e Bac 3/7. Le infezioni sono state effettuate  con i due 
baculovirus contemporaneamente  e separatamente  con una 
molteplicità di infezione  (MOI)  totale compresa tra 2,5 e 5. 
Nell‟infezione di cellule in monostrato, sono state utilizzate 
piastre a sei pozzetti  in ognuno dei quali è stata introdotta una 
sospensione cellulare contenente   1*10
6
  cellule.  Per l‟infezione 
delle  cellule in sospensione sono state utilizzate beute coniche. 
L‟infezione è stata  effettuata in terreno sprovvisto di FCS e le 
cellule sono state incubate a 27°C per un‟ora. Dopo questa fase 
di adsorbimento  l‟inoculum virale  è stato rimosso ed è stato 
aggiunto  terreno di coltura con il 2% di FCS. Le cellule 
venivano osservate giornalmente al microscopio ottico per 
valutare la presenza di ECP  e  raccolte a  24, 48 e 72 ore post 
infezione (p.i.) al fine di verificare il time course e l‟MOI 
ottimale per una migliore espressione proteica.  
Le cellule ed il surnatante sono stati staccati, raccolti e  
centrifugati  a 4000 rpm per 5 minuti. Una volta eliminato il 
surnatante il pellet è stato lavato due volte in PBS 1X per 
eliminare possibili detriti cellulari e FCS . Il pellet così ottenuto è 
stato congelato a -20°C  o, in alternativa, utilizzato subito per 
valutare l‟espressione proteica. 
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3.13 Verifica della presenza dell‟RNA virale  
Al fine di valutare la presenza di  mRNA virale nelle cellule 
infettate con i baculovirus,  sono state utilizzate   cellule Sf9, 
cresciute   in monostrato in piastre a 6 pozzetti  (1*10
6
 
cell/pozzetto).  Le cellule sono state infettate separatamente con i 
baculovirus ricombinanti Bac VP3/VP7 e Bac VP2/VP5 con  
MOI di 5 e raccolte dopo 48 h.  Per l‟estrazione dell‟RNA totale 
è stato usato  RNAeasy® mini kit (QIAGEN) seguendo il 
protocollo consigliato dal produttore. In breve, le cellule sono 
state lisate  e l‟RNA totale precipitato e poi estratto tramite 
colonnine con membrana in silica gel. L‟RNA totale di ogni 
campione è stato infine eluito in 40 µl di H2O RNase-free e 
conservato a 4°C.  
A partire dall‟RNA  totale estratto dalle cellule infettate è stato in 
seguito sintetizzato il cDNA, al fine di verificare la presenza 
dell‟mRNA codificante per le proteine virali (due per ciascun 
baculovirus ricombinante). L‟ RNA estratto dalle cellule infettate 
con ciascun baculovirus ricombinante è stato diviso in 2 aliquote 
per essere sottoposto a due diverse reazioni. Nel caso dell'RNA 
estratto dalle cellule infettate con Bac VP2/VP5 sono stati usati 
primers specifici per l‟mRNA di VP2 e VP5. Nel caso dell'RNA 
estratto dalle cellule infettate con Bac VP3/VP7 sono stati usati 
primers specifici per l'mRNA di VP3 e VP7.  I primers utilizzati 
sono stati i seguenti: 
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Gene target Primer e relativa sequenza 
VP2 
VP2 2495 Rev: 
 5' ACACCTCCTTTACTTCAGCGCCT 3‟ 
VP3 
VP3 1952 Rev: 
5'AGGCTCTGGCGATACTTCCATAACA 3‟ 
VP5 
VP5 Bam HI Rev: 
 
5'CGCGGATCCGTAAGTTGAAGATCCGAATACCA
TCCGC 3‟ 
VP7 
VP7 Bam HI Rev 2: 
5' 
CGCGGATCCGTAAGTTTGAATTTGGGAAAACG
TAC 3‟ 
 
 
Reagenti utilizzati per la reazione di sintesi del cDNA: 
 
 VP2 VP3 VP5 VP7 
Primer  2 pmol 2 µl 2 µl 2 µl 2 µl 
RNA estratto dalle 
cellule   
6 µl  6µl  6 µl  6 µl  
dNTPs mix 10mM 1 µl 1 µl 1 µl 1 µl 
RNAase-free H2O 4 µl 4 µl 4 µl 4 µl 
Totale 13 µl 13 µl 13 µl 13 µl 
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I campioni sono stati  mantenuti a 65°C per 5 minuti e 
successivamente trasferiti in ghiaccio per 5 min. Dopo 
centrifugazione (13.000 rpm per 1 minuto)  sono stati aggiunti 7 µl 
della seguente Common Reaction Mix. 
5X first strand buffer 20 µl 
0,1 M DTT 5 µl 
RNAase Out 5 µl 
Superscript III Reverse Transcriptase 5 µl 
Totale 35 µl 
 
I parametri della reazione di PCR  sono stati i seguenti: 55°C per 
1 ora e 70°C per 15 minuti. Terminata la reazione  è stato 
aggiunto 1 µl di RNase H ed i campioni sono stati incubati a 
37°C per 20 minuti. Il First strand cDNA così generato è stato 
usato come templato per  l‟amplificazione utilizzando specifiche  
coppie di primers per ogni gene virale come riportato nello 
schema che segue 
 
 
 
 
 
 
 
Gene 
target  
PCR -  primers e rispettive sequenze 
VP2 VP2 107 Fwd: 5‟ GCTTATAGTGGTGAAAAGGAAGG 3‟ 
VP2 1547 Rev: 5‟ CGATGCCGCCCACATCCGAG 3‟ 
VP3 VP3 826 Fwd: 5‟ GTGCTTACCGACAGGAGAATACGTCT 3‟ 
VP3 1952 Rev: 5‟ AGGCTCTGGCGATACTTCCATAACA 3‟ 
VP5 VP5 BamHI Fwd 2: 
5‟CGCGGATCCGTTAAAAAGATCCAGTGCCGTTGCAAAATGG3‟ 
VP5 BamHI Rev :5‟CGCGGATCCGTAAGTTGAAGATCCGAATACCATCCGC 3‟ 
VP7 VP7 Bam HI Fwd 2: 5‟ CGCGGATCCGTTAAAATTTGGTGAAGATGGAC 3‟ 
VP7 Bam HI Rev 2: 5‟CGCGGATCCGTAAGTTTGAATTTGGGAAAACGTAC 3‟ 
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La  PCR è stata eseguita  usando 2 µl di cDNA in presenza della 
Tfi polimerasi secondo il seguente protocollo: 
 
 
94°C 2 min 
94°C 30 sec    40 cicli  
60°C 30 sec              
72°C 1 min 40 sec 
72 °C per 10 min. 
 
 
 
Per ulteriore verifica del risultato gli amplificati  sono stati  
utilizzati  come templati per reazioni di nested  e semi-nested PCR 
utilizzando  specifiche coppie di primers come da seguente schema. 
Anche in questo caso è stata utilizzata la Tfi polimerasi. 
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*
 
*per il gene target VP2 sono state usate alternativamente 3 
diverse coppie di primers 
Le nested e semi-nested PCR sono state eseguite con i seguenti 
parametri: 
94°C 2 min 
94°C 30 sec 
60° 30 sec  33 cicli  
72° C 1 min  
72°C 10 min 
Per verificare la presenza degli amplificati i prodotti di PCR sono 
stati sottoposti a elettroforesi  in gel di agarosio all'1 %.  
Gene 
target  
Nested e semi-nested PCR -  primers e relative sequenze 
Dimensioni 
dell'amplificato 
VP2* 
 A 796 Fwd:          5' AGTGAAGCGTATCGAGAGGTTGCT 3‟                      
1547 Rev:                5' CGATGCCGCCCACATCCGAG 3‟ 
B 107  Fwd:          5‟ GCTTATAGTGGTGAAAAGGAAGG 3‟ 
1547 Rev:             5‟ CGATGCCGCCCACATCCGAG 3‟ 
           ̴ 750 bp 
 
̴ 1300 bp 
VP3 
1504 Fwd:            5' ATGAAATGTTGAGGATGTTAGTCG 3‟ 
1952 Rev:            5'AGGCTCTGGCGATACTTCCATAACA 3‟ 
 
̴ 450 bp 
VP5 
650 Fwd:             5' CAGGAGATAGCTGGCA 3‟ 
VP5 Bam HI Rev:                           
5‟CGCGGATCCGTAAGTTGAAGATCCGAATACCATCCGC 3‟ 
 
̴ 800 bp 
VP7 
VP7 500 Fwd:    5‟ GTGTCATCAACTCTAGC 3‟     
VP7 Rev Ph:      5‟ GGCAAGGTCGTCCTATTCAG 3‟ 
 
510 bp 
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3.14 Metodi utilizzati per la valutazione dell‟espressione proteica  
 
3.14.1 Colorazione con il blue di Coomassie – Anche in questo 
caso è stata effettuata una corsa elettroforetica in SDS-PAGE 
della mistura di proteine.  Terminata la corsa, il gel di 
policrilammide è stato  immerso nella Fixing Solution Maldi 
(Metanolo 40% , Acido Acetico 10% , H2O) per 30 minuti in 
oscillazione, ed in seguito trasferito nel colorante blue di 
Commassie (Fermentas) overnight, sempre in oscillazione. Il 
giorno seguente sono stati effettuati 3 lavaggi con H2O, ognuno 
della durata di 10 minuti. La lettura del risultato è stata fatta 
osservando ed interpretando le immagini delle  bande di colore 
blu,  localizzate a  diversa altezza nel gel,   corrispondenti alle 
diverse proteine presenti nel  pellet cellulare. 
 
3.14.2 Western Blotting -   Western Blotting (WB)  o 
immunobloting  è una tecnica  che permette di identificare la 
presenza di determinate proteine,  fissate su un supporto solido 
(membrana di nitrocellulosa o PVDF), mediante il loro 
riconoscimento da parte di anticorpi specifici.  Il primo step della 
procedura consiste in una corsa elettroforetica della mistura di 
proteine  effettuata su gel di poliacrilammide in presenza di sodio 
dodecilfosfato (SDS-PAGE). La separazione delle diverse 
proteine sul gel avviene in base al diverso peso molecolare. Il 
trasferimento dal gel alla membrana avviene applicando una 
corrente elettrica in un ambiente a pH basico (comunemente pH 
8.5). In tal modo, le proteine migrano verso l' anodo, in quanto ad 
un pH basico buona parte delle proteine è carica negativamente.  
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Nel nostro caso i pellets, ottenuti dalle Sf9 precedentemente co-
infettate utilizzando Bac2/5 e Bac 3/7 simultaneamente con una 
MOI finale di  3, sono stati sospesi in buffer di lisi (100 mM Tris-
HCl pH8,5, 50 mM NaCl, 10 mM EDTA , 0,5% NP40) in 
presenza di inibitori delle proteasi (Protease inhibitor cocktail 
100x –SIGMA). Le cellule sono state ulteriormente lisate 
lasciandole in ghiaccio per 1h e poi sottoponendole a 
congelamento (in ghiaccio secco) e scongelamento (a 37° C).  
Una aliquota di ciascun campione è stato miscelata con il 5X  
sample loading buffer (Tris-Cl pH 6,8, glicerolo, β-
mercaptoetanolo, SDS, Blu di bromofenolo). I campioni sono 
stati quindi  vortexati, scaldati a 90°C per  5 minuti  e centrifugati 
a 13.000 rpm per 1 minuto. La corsa dei campioni su SDS-PAGE 
avveniva a 150 V per almeno 2 h. Il gel è stato poi trasferito nella 
soluzione di trasferimento (glicina28,8 g, Tris base 6,04 g, 
metanolo, 200 ml, dd H2O 1,6 L) e la membrana PVDF preparata 
nel medesimo tampone. Il trasferimento delle proteine è stato 
effettuato mediante l‟apparato Mini Trans-Blot® cell (BIO-RAD)  
a 105 mĂ per 1 ora. Le membrana è stata poi  trasferita nella 
soluzione di bloccaggio (Semi skimmed milk 12,5g. , PBS 1X 
250ml) per 1 ora. 
Per l'esecuzione del WB la membrana veniva tagliata in strisce.  
Le strisce sono state messe a contatto con l‟anticorpo primario 
anti-EHDV 1, diluito 1:3000 in Blocking Buffer, overnight a 
temperatura ambiente in oscillazione. L‟anticorpo primario ci è 
stato gentilmente fornito dalla Prof.ssa Polly Roi della London 
School of Hygiene & Tropical Medicine. Il giorno seguente i 
campioni sono stati lavati per 3 volte in blocking buffer  e 
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successivamente è stato aggiunto l‟anticorpo secondario 
coniugato con fosfatasi alcalina (Anti rabbit-AP) diluito 1:4000 
in blocking buffer.  Dopo una incubazione a temperatura 
ambiente per 1 h sono stati effettuati 3 lavaggi con PBS e 0,5% 
Tween 20. Come substrato per la reazione colorimetrica è stato 
utilizzato l‟ NBIT/BCIP (Sigma®). Come controlli sono stati 
utilizzati lisato di cellule infettate con il sierotipo 6 di EHDV 
(EHDV-6), gentilmente fornito dai nostri collaboratori dell‟ 
Institute for Animal Health di Pirbright (IAH), e lisato cellulare 
di cellule Sf9 non infettate. 
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4. Risultati 
 
4.1 Clonaggio del gene codificante per VP2 nel vettore di 
trasferimento pAcUWVP5 e PCR di screening sulle colonie 
Il gene per la proteina virale VP2 di EHDV-6 è stato utilizzato 
come stampo per la reazione di mutagenesi volta all‟inserimento 
di due siti di restrizione per l‟enzima BamHI alle estremità 5‟ e 3‟ 
del segmento genomico (Fig.1), come descritto in Materiali e 
Metodi (3.2). 
 
 
         
                               BamHI                          Bam HI 
      Bam HI 
 
 
Fig.1 Rappresentazione schematica del vettore di trasferimento pAcUWVP5 e del 
frammento codificante per la proteina virale VP2 con l’inserimento di due siti di 
restrizione per l’enzima BamHI  posti alle estremità 5’ e 3’ del gene.  
*Ph : promotore polyhedrin 
 
Il vettore di trasferimento pAcUWVP5 ed il frammento 
VP2/BamHI sono stati linearizzati mediante digestione  con 
l‟enzima BamHI ed in seguito quantificati tramite una corsa 
elettroforetica effettuata su gel di agarosio (Fig.2); tale processo è 
stato necessario al fine di impiegare i campioni in una reazione di 
VP5 
 p10 
Ph  
pAcUWVP5 
7500 bp 
VP2 
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ligasi con un rapporto tra vettore ed inserto rispettivamente di 
1:4, come precedentemente descritto (Materiali e Metodi, 3.2.4). 
   
 
 
 
Mass ruler      pAcUWVP5 *M  VP2/BamHI 
   high range 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 Gel relativo alla corsa elettroforetica del  vettore    di trasferimento pAcUW/VP5 
e del  frammento VP2/BamHI 
M* : Marker Mass Ruler High range 
 
 
 
Mediante corsa elettroforetica è stato, pertanto, possibile 
verificare la presenza nei rispettivi campioni del vettore 
linearizzato e dell‟inserto ottenuto mediante il processo di 
mutagenesi. Come si può notare, l‟intensità del segnale relativo 
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alla banda del vettore è  risultata  maggiore rispetto a quella 
dell‟inserto, ad indicare una maggior concentrazione del vettore. 
Il clonaggio del segmento genomico nel vettore di trasferimento 
è avvenuto con successo e, come si può verificare dal gel 
risultante dalla PCR di screening sulle colonie il frammento si è 
inserito nel giusto orientamento (Fig.3). 
        Marker 1   2    3    4   5   6    7    8    9   10  11  12  13    
        200bp 
 
 
 
  
            Colonia positiva 
 
 
 
 
Fig.3 PCR di screening sulle colonie. Le colonie 1,6,7,13  risultano positive in quanto 
presentano una banda attesa di circa 800 bp. 
 
Sono risultate positive solo le colonie in cui è stato visualizzato 
un frammento di circa 800bp, in quanto uno dei primer (VP2 
Rev) lega sul promotore polyhedrin mentre l‟altro (Polyhedrin 
promoter Fwd   ) è interno al gene VP2.  
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         BamHI 
 
 
 
Fig.4 Rappresentazione schematica del vettore pAcUWVP2/VP5 
 
In particolare, come si può verificare nella Fig.3,  i 4 campioni 
che si riferivano alle colonie 1,6,7,13, sono risultati positivi 
(Cloni pAcUWVP2/VP5 Fig.4). Fra  queste è stata selezionata la 
colonia 13, poiché dava segnale più forte. 
L‟ulteriore PCR di controllo effettuata sul DNA plasmidico, 
estratto dalla colonia 13, ha confermato i risultati ottenuti dallo 
screening. 
 
 
 
 
 
 
VP5 
 p10 
Ph  
    
VP2 
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Il gel relativo a tale corsa elettroforetica è riportato nella Fig.5 
                         Mass ruler 
          high range       MIDI 
    
   
 
 
 
 
 
 
   Fig. 5 Gel relativo alla corsa elettroforetica effettuata sul DNA plasmidico estratto 
dalla colonia 13 
Attraverso digestione del DNA plasmidico è stato inoltre 
verificato che il frammento genomico codificante per VP2 fosse  
delle dimensioni attese (Fig.6). 
       Mass ruler 
       high range 
  
         
pAcUWVP2/VP5/BamHI 
             VP2/BamHI 
 
 
 
 
                                 Fig.6 Gel relativo alla corsa del vettore pAcUW/VP2/VP5 digerito con l’enzima BamHI 
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Come si può notare nella Fig.6 sono presenti  due bande 
residente alle altezze atteseVP2/BamHI ( di circa 3000 bp) e al 
vettore digerito ( di circa 7500bp)  .  
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4.2  Sequenziamento di VP2 e annealing con la sequenza 
presente in banca dati 
     
Il sequenziamento della proteina virale VP2 è stato condotto 
utilizzando un set di primers diversi, in grado di consentire lo 
studio dell‟intero gene.  
I risultati del sequenziamento e la successiva analisi in silico, 
effettuata confrontando i dati ottenuti  con la sequenza presente 
in banca dati, dimostrano che tra i due frammenti vi è una quasi 
completa omologia (99,8%). 
L‟allineamento con la sequenza  amminoacidica della proteina 
inviataci dai nostri collaboratori effettuata per evidenziare 
eventuali mutazioni (Fig.7) ha confermato i risultati ottenuti dal 
sequenziamento. 
 
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
MDSVEFAIINEQRQPDESIIYDYLMTIQTRAYSGEREGKVEHMIGKNTLELTQGEARGFL  
VP2_pUW2/5              
MDSVEFAIINEQRQPDESIIYDYLMTIQTRAYSGEREGKVEHMIGKNTLELTQGEARGFL  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
DRTVDDEYRISFPDAVNYGIMRYDDEHERYNEKNAILLEHLKPVGEYEIMLRASTKHQRI  
VP2_pUW2/5              
DRTVDDEYRISFPDAVNYGIMRYDDEHERYNEKNAILLEHLKPVGEYEIMLRASTKHQRI  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
KPEYGXQNARITFLYSGGKMRIHSKFVESLKFEVANYGKEDCDHTRWDANYDMILDGGIM  
VP2_pUW2/5              
KPEYGTQNARITFLYSGGKMRIHSKFVESLKFEVANYGKEDCDHTRWDANYDMILDGGIM  
                        ***** 
******************************************************  
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EHDV-6/MOR2006/05_      
IGSGTCYDLLKQLELIVIGEIQLSTRERQNAITRQIIPIGTPEITNREPYKNKQTKIQAA  
VP2_pUW2/5              
IGSGTCYDLLKQLELIVIGEIQLSTRERQNAITRQMIPIGTPEITNREPYKNKQTKIQAA  
                        
***********************************:************************ 
  
EHDV-6/MOR2006/05_      
QGPGSNDLKERIFSGRYALEVKRIERLLNDPIMARLDQIAEEWKQRPSNDNLDELCDLLE  
VP2_pUW2/5              
QGPGSNDLKERIFSGRYALEVKRIERLLNDPIMARLDQIAEEWKQRPSNDNLDELCDLLE  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
EKGKQLKVASTTAEYYKNARLRLYNVLKGNLVKNTDEIGNIRAVRNEDAGSILAAVLIVS  
VP2_pUW2/5              
EKGKQLKVASTTAEYYKNARLRLYNVLKGNLVKNTDEIGNIRAVRNEDAGSILAAVLIVS  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
ACDSKKRAIWYDDHSPIYRGVMLYATEKFGCVYYGLRRRFTWSIRPTYVDGCPRVCDRRQ  
VP2_pUW2/5              
ACDSKKRAIWYDDHSPIYRGVMLYATEKFGCVYYGLRRRFTWSIRPTYVDGCPRVCDRRQ  
                        
************************************************************ 
  
EHDV-6/MOR2006/05_      
TFMTRLPYFDLNQEEGDSIYKWDLVPIERDVNTTWMDGYPYEPYSGDDEDQVLVHNFDAR  
VP2_pUW2/5              
TFMTRLPYFDLNQEEGDSIYKWDLVPIERDVNTTWMDGYPYEPYSGDDEDQVLVHNFDAR  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
KYREMIQRIINGEWQEKDGVATIISDVGGIEKYDFTKDAYIDEAGFVKLPDYYEKEIKSK  
VP2_pUW2/5              
KYREMIQRIINGEWQEKDGVATIISDVGGIEKYDFTKDAYIDEAGFVKLPDYYEKEIKSK  
                        
************************************************************ 
  
EHDV-6/MOR2006/05_      
LYGYSFKITRVSITSSKTDDPWHPKTAGKLINENELWRVPLENIIDITQCLSGRAVNNAK  
VP2_pUW2/5              
LYGYSFKITRVSITSSKTDDPWHPKTAGKLINENELWRVPLENIIDITQCLSGRAVNNAK  
                        
************************************************************  
 
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
QKRSARYDELLSEEEGGEARECIQKYALEKIRKRLFTRVYSVLKWYYPMDVINDSIGEDN  
  
73 
 
VP2_pUW2/5              
QKRSARYDELLSEEEGGEARECIQKYALEKIRKRLFTRVYSVLKWYYPMDVINDSIGEDN  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
YEYKPEELKDIFSDDTLINESHGLGSLILSMIVKAYGDEKTKELANSTTFLYRVTEYVGK  
VP2_pUW2/5              
YEYKPEELKDIFSDDTLINESHGLGSLILSMIVKAYGDEKTKELANSTTFLYRVTEYVGK  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
EREGYLKKTMPKFYAKITKVREAEIVEDILPFILFQALLMSIKHQMMDSRLSLPFILFCK  
VP2_pUW2/5              
EREGYLKKTMPKFYAKITKVREAEIVEDILPFILFQALLMSIKHQMMDSRLSLPFILFCK  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
DEERIVPVSLKDNLISSPILQVLYLMRFHPGKQRRQTLVGAEVKEVLPKLLKFWWNLTFE  
VP2_pUW2/5              
DEERIVPVSLKDNLISSPILQVLYLMRFHPGKQRRQTLVGAEVKEVLPKLLKFWWNLTFE  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
RKTLNITEHVSEQYVKGIVCNYCGANELTASFILPITHPDRGFIVVIATTEDVTNSDAEA  
VP2_pUW2/5              
RKTLNITEHVSEQYVKGIVCNYCGANELTASFILPITHPDRGFIVVIATTEDVTNSDAEA  
                        
************************************************************  
 
 
EHDV-6/MOR2006/05_      
TAISRFGEVAKYIKGIVHISTTREGAARVRGGGGIKSRILEKVVLGTRFQLVQVKMGENV  
VP2_pUW2/5              
TAISRFGEVAKYIKGIVHISTTREGAARVRGGGGIKSRILEKVVLGTRFQLVQVKMGENV  
                        
************************************************************  
 
EHDV-6/MOR2006/05_      FENHEMVTKLMN  
VP2_pUW2/5              FENHEMVTKLMN  
                ************ 
 
Fig.7 In figura è riportata l’analisi di sequenza amminoacidica tra il clone VP2, isolato 
in Marocco (genebank ID: HM156730) e VP2 nel clone pAcUW/VP2/VP5. I miss-
match amminoacidici identificati sono evidenziati in rosso. 
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Il gene per VP2 codifica per una proteina formata da 972 
amminoacidi. 
L‟analisi delle sequenze amminoacidiche relative rispettivamente 
alla sequenza codificata da VP2 in pAcUWVP2/VP5 e da 
EHDV-6/MOR2006/05 (sequenza presente in banca dati),  
dimostra  un‟omologia del 99,8%. Le sequenze amminoacidiche 
si differenziano per l‟amminoacido 126, che nella sequenza 
presente in banca dati non è determinato, mentre  nella sequenza 
VP2_pAcUWVP2/VP5 è rappresentato  dalla treonina. Anche 
l‟amminoacido 216 si diversifica nelle due sequenze; nella 
sequenza presente in banca dati in tale posizione si ritrova 
l‟isoleucina, mentre nella sequenza VP2_pAcUWVP2/VP5 si 
trova la metionina. Si può quindi concludere che, a parte queste 
minime differenze, le due sequenze sono   completamente 
omologhe. Mediante le analisi condotte in silico tuttavia non è 
possibile stabilire se le due differenze amminoacidiche 
identificate  nelle sequenze analizzate influiscano nel determinare 
il folding di VP2. 
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4.3  Generazione di baculovirus ricombinante. 
Il DNA del vettore di trasferimento pAcUWVP2/VP5 è stato 
utilizzato nel processo di trasfezione seguendo il protocollo Bac-
to-Bac come descritto in Materiali  e Metodi (3.9). La comparsa 
di effetto citopatico (Fig.8 a,b) ha permesso di verificare la 
generazione di baculovirus ricombinante e, successivamente, 
Bac2/5 è stato titolato mediante plaque assay.   
 
 
 
 
 
  a)                 b) 
Fig.8 a) controllo cellulare, b) cellule Sf21 utilizzate nel processo di trasfezione. Le 
cellule sono state fotografate dopo 5 giorni di incubazione a 27°C.  L’immagine riporta 
la comparsa di effetto citopatico caratterizzato da lisi parziale delle cellule. 
 
 
Il plaque assay, oltre a rivelare il titolo del virus,  ha 
ulteriormente confermato la sua effettiva natura ricombinante, in 
quanto le placche formatesi sono risultate tutte  bianche in 
seguito alla colorazione effettuata con  Neutral Red (10%) ed X-
gal (1mg/ml). 
Poiché in seguito al processo di trasfezione i baculovirus 
ricombinanti risultanti presentano un titolo abbastanza basso 
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(equivalente a  circa 1*10
4
),  questi ultimi sono stati amplificati 
almeno 3 volte, al fine di ottenere virus con titolo maggiore 
(equivalente a circa 1*10
8
).  
Una volta terminati i processi di titolazione e di amplificazione, 
le infezioni sono state ripetute svariate volte, utilizzando i 
baculovirus ricombinanti sia simultaneamente, sia separatamente, 
al fine di stabilire l‟MOI ottimale per gli esperimenti ed il time-
course più idoneo per la raccolta delle cellule. Abbiamo 
verificato che l‟MOI ottimale è risultata  di 2,5. Utilizzando una  
MOI di 5 le cellule andavano incontro a morte molto  
rapidamente,  entro  circa 24 ore e quindi l‟espressione proteica 
risultava ridotta. Il time course più opportuno per la raccolta delle 
cellule è risultato di 60 h p.i.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
77 
 
4.4 Verifica della presenza di RNA virale nelle Sf9 infettate 
con i baculovirus ricombinanti. 
Le  PCR  eseguite  sul cDNA generato dagli RNA estratti dalle 
Sf9 infettate separatamente con i due baculovirus ricombinanti 
hanno dimostrato l‟effettiva presenza dei geni relativi alle 
proteine VP3, VP5 e VP7 (Fig. 9A), sia nelle prime first-strand 
cDNA PCR (Fig.9 B), che nelle reazioni semi-nested.  
Per quanto riguarda VP2, nella prima PCR non è stata 
visualizzata alcuna banda relativa al segmento genomico. La 
successiva reazione di semi-nested (che ha utilizzato come 
stampo i prodotti della prima PCR) ha evidenziato una banda 
molto debole corrispondente al segmento delle dimensioni 
corrette  (Fig.9B). 
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Mass ruler                  Gel relativo alla PCR      Semi- nested PCR  
         Marker 200bp 
high range 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9  Immagini delle bande relative agli amplificati in seguito a  RT-PCR (A) e Semi-
nested-PCR (B)  
 
 
 
Questo risultato è stato confermato da nested PCR a maggiore 
concentrazione di template iniziale (Fig.10) 
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                             Marker                 VP2                                                           
             100bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10 Risultato della nested PCR per VP2 con template a maggiore concentrazione 
 
Osservando l‟immagine nella Fig.10 relativa alla nested-PCR, si 
nota la presenza della banda corrispondente a VP2 all‟altezza 
attesa. 
In conclusione  i risultati ottenuti indicano la presenza di mRNA 
relativo a tutte e quattro le proteine virali e per quanto riguarda in 
particolare VP5 e VP7 l‟mRNA si riferisce  all‟intero gene virale. 
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4.5 Espressione di proteine virali 
 
Al fine di verificare e quantizzare l‟espressione delle proteine 
virali, i lisati cellulari sono stati sottoposti ad una migrazione 
elettroforetica su SDS-PAGE al 10% e colorati con  Blue di 
Coomassie, come descritto nei Materiali e Metodi (3.14) (Fig.11 
e Fig. 12). I campioni sono stati corsi in presenza di un controllo 
costituito da cellule Sf9 non infettate.  
  Marker Controllo EHDV        Bac2/5   Bac3/7 
   Broad   cellulare   lisato 
   Range   24 h    48 h      72 h          24 h    48 h    72 h 
   
               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      Fig.11      Fig.12 
 
Come si può verificare dalle immagini relative ai gel, le bande 
che si riferiscono a VP5 (59 KDa) e VP7 (38,1 KDa) risultano 
evidenti, ma lo stesso  non può essere affermato per quelle 
relative alle proteine virali VP2 (112.6 KDa) e VP3 (103.1 KDa), 
in quanto il segnale relativo a queste ultime è molto debole. Ne  
VP7 
VP2 
VP2 
VP5 
VP2 
VP5 
VP3 
VP7 
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consegue che la distinzione tra le bande di VP2 e VP3 e quelle 
relative alle proteine cellulari risulti molto difficoltosa e, 
pertanto, tramite questa analisi, non può essere confermata 
l‟espressione di tali proteine nelle cellule infettate. 
 
Esaminando i gel si può concludere che, nelle cellule infettate , 
l‟espressione delle proteine virali VP5 e VP7 e delle proteine 
cellulari aumenta in modo progressivo dalle 24 alle 72 h p.i.. 
Infatti, analizzando al microscopio le cellule infettate è stato 
verificato che a 24 h p.i. e a 48 h p.i. l‟ECP era lieve, mentre a 72 
h p.i. risultava molto marcato e caratterizzato da parziale lisi 
cellulare. Inoltre confrontando  al microscopio le cellule infettate 
con Bac 2/5 e Bac 3/7 separatamente  si è notato che  le cellule 
infettate con Bac2/5 mostravano un ECP più marcato. Come si 
può verificare nella Fig.13, le  cellule infettate con Bac2/5 
mostrano maggiore sofferenza e lisi cellulare, a parità di MOI e 
di tempo di infezione rispetto a quelle infettate con Bac3/7 che 
presentano un ECP meno marcato e caratterizzato la 
rigonfiamento cellulare. Questo fenomeno è probabilmente 
dovuto ad una maggiore tossicità della proteina VP5,  così come 
evidenziato per la VP5 di BTV (Wirblich, Sharifa, Forzan). 
  
F
i
g
.
  
a)                                        b)                                            c) 
Fig.13 a): controllo cellulare, b): cellule infettate con Bac 2/5, c): cellule infettate con 
Bac 3/7.  In figura sono riportati gli effetti citopatici riscontrati in seguito alle infezioni  
a 48 h p.i. ed effettuate con MOI di 2,5 sulla linea cellulare Sf9. 
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Al fine di verificare l‟espressione delle proteine VP2 e VP3, sono 
state condotte ulteriori analisi attraverso Western Blotting  sul 
lisato cellulare ottenuto dalle Sf9, precedentemente co-infettate 
con Bac2/5 e Bac3/7, come descritto in Materiali e Metodi 
(3.14.2). 
                   Marker*  EHDV-6      Sf9 non infettate          VLPs* 
                                             lisato                   lisato                  lisato                                                     
  
                      
             130 KDa  
   
              100 KDa 
 
                                   55 KDa 
 
 
 Fig.14 Risultati del Western Blotting.  
      Marker* : Pre-stained Plus (Fermentas®) 
       VLPs* lisato : lisato cellulare delle cellule Sf9 precedentemente co-infettate con  
Bac2/5 e Bac3/7 
Dall‟immagine riportata in  Fig.14 si può verificare l‟effettiva 
presenza di due bande residenti alle altezze attese e relative alle 
proteine virali VP2 e VP3, anche se il segnale di queste ultime 
risulta molto blando. Dal momento che tali bande sono presenti 
nel lisato di EHDV-6 ed  assenti  nel lisato cellulare delle Sf9 non 
infettate, i risultati ottenuti confermano l‟effettiva espressione di 
VP2 e VP3 nelle cellule co-infettate. 
 
VP2 
VP2 3
VP3 
VP3 
VP2 
VP3 
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5. DISCUSSIONE 
Lo scopo della tesi è stato quello di ottenere l‟espressione in 
vitro, delle 4 principali proteine capsidiche (VP2, VP3, VP5, 
VP7) di EHDV-6 usando il sistema del baculovirus ricombinante. 
La produzione di tali proteine può avere dei risvolti applicativi 
importanti,  per una eventuale produzione di vaccini e per la 
sintesi di antigeni finalizzati alla diagnostica sierologica. Durante 
la nostra ricerca è stato generato un baculovirus ricombinate 
esprimente i geni codificanti per le proteine virali VP2 e VP5 
(Bac VP2/VP5). Abbiamo inoltre utilizzato un secondo 
baculovirus ricombinante esprimente  i geni per le proteine VP3 e 
VP7 (Bac VP3/VP7)  prodotto in precedenza nel laboratorio di 
virologia del Dipartimento di Scienze Veterinarie. Ambedue i 
baculovirus sono stati utilizzati separatamente ed in 
combinazione per infettare cellule di insetto della linea Sf9. In 
seguito all'infezione è stato valutato il livello di espressione delle 
proteine ricombinanti.  
Il nostro lavoro è iniziato con il clonaggio del gene per la VP2 
nel vettore pAcUWVP5, ossia nel vettore pAcUW51 contenente 
il gene codificante per la VP5 posto sotto il controllo del 
promotore p10.Il clonaggio del segmento genomico nel vettore di 
trasferimento è avvenuto con successo. Le digestioni di 
pAcUWVP2/VP5   effettuate utilizzando l'enzima BamHI,  
hanno confermato il corretto inserimento della totalità del 
frammento all'interno del vettore. Nel gel risultante sono state 
visualizzate due bande relative all'inserto ed al vettore digerito. 
Dal momento che i siti di restrizione per l'enzima BamHI erano 
stati   inseriti in prossimità delle estremità 5' e 3' dell'inserto, ne 
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consegue che se il frammento non si fosse inserito con le 
dimensioni attese all'interno del vettore, uno dei due siti di 
restrizione sarebbe risultato mancante e sarebbe stata visualizzata 
un'unica banda, relativa a pAcUWVP2/VP5 linearizzato. 
Le prove di  PCR di screening sulle colonie hanno  dimostrato 
che  il frammento si era  inserito nella giusta orientazione. Poiché 
i primers utilizzati si legano sul promotore Ph e in prossimità 
dell'estremità 3' del frammento ad una distanza di 800bp,  solo le 
colonie che presentavano una banda di 800 bp  sono risultate 
positive. Se il frammento non si fosse inserito con la giusta 
orientazione, non avremmo ottenuto alcun amplificato.  
Le analisi di omologia tra il clone pAcUWVP2/VP5 e  la 
sequenza di VP2 presente in banca dati (EHDV-6/MOR2006/05) 
hanno evidenziato  un‟omologia del 99,8%  tra le due sequenze e 
sono state riscontrate due sole differenze a livello degli 
amminoacidi 126 e 216.  Successivamente si è provveduto alla 
generazione di un baculovirus ricombinante mediante co-
trasfezione  con DNA  di baculovirus in cellule di insetto. La 
comparsa di ECP  nelle cellule ha confermato l'avvenuta 
generazione del baculovirus ricombinante (Bac2/5). Per 
verificare la sintesi di mRNA virale da parte dei baculovirus 
ricombinanti, l‟RNA è stato estratto dalle cellule infettate.  Il 
cDNA sintetizzato in vitro, usando primers specifici per ogni 
gene virale, è stato quindi amplificato mediante PCR. I risultati 
ottenuti indicano la presenza di mRNA per ogni proteina virale, 
risultato che anche se da solo non indica l‟espressione delle 
proteine VP2, VP3, VP5 e VP7, è comunque incoraggiante. Le 
infezioni condotte sia separatamente che simultaneamente con 
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Bac 2/5 e Bac 3/7  hanno permesso di determinare l'MOI da 
utilizzare e il time course ottimale per la raccolta delle cellule 
infettate. I risultati ottenuti hanno indicato che l‟espressione 
ottimale delle proteine veniva ottenuta utilizzando una MOI di 
2,5; con MOI inferiore infatti l‟espressione proteica risultava 
molto scarsa, mentre con  una MOI superiore le cellule andavano 
incontro a morte entro un tempo massimo di 48 h. Dall‟analisi 
dei gel, ottenuti in seguito a SDS-PAGE e successiva colorazione 
con il Blue di Coomassie, è stato verificato che l‟espressione 
delle proteine  VP5 e VP7 aumentava progressivamente dalle 24 
h p.i. alle 72 h p.i.; questo veniva anche dimostrato dal fatto che, 
analizzando le cellule al microscopio, a 72 h p.i. veniva 
riscontrato un buon ECP, che invece era debole a 24 h p.i. e a 48 
h p.i.  Mediante tali analisi, tuttavia, non è stato possibile valutare 
l‟espressione delle proteine VP2 e VP3, in quanto il segnale delle 
bande relative a tali proteine è risultato molto debole. 
Il tempo di raccolta per l‟espressione ottimale delle proteine 
virali è risultato tra le a 60 e 72 h p.i. Confrontando inoltre le 
cellule infettate con Bac 2/5 e con Bac 3/7 è stato notato che i 
due baculovirus producevano ECP differenti: le cellule infettate 
con Bac 2/5 mostravano infatti una maggiore sofferenza in 
quanto apparivano maggiormente lisate rispetto a quelle infettate 
con Bac 3/7; ciò potrebbe essere dovuto ad una maggiore 
tossicità attribuibile alla proteina VP5, così come evidenziato per 
la VP5 di BTV (Wirblich, Sharifa, Forzan). 
 Al fine di confermare e valutare l'espressione delle proteine 
virali VP2 e VP3 sono state condotte ulteriori analisi mediante 
western blotting effettuate sui lisati cellulari delle Sf9, 
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precedentemente co-infettate con Bac2/5 e Bac3/7. I risultati 
ottenuti hanno evidenziato la presenza di due bande, relative alle 
2 proteine confermandone l‟effettiva espressione nelle cellule co-
infettate.  
Alla luce di quanto ottenuto è possibile supporre che, in seguito 
all'infezione delle Sf9, utilizzando simultaneamente Bac 2/5 e 
Bac 3/7,  le proteine virali prodotte possano autoassemblarsi a 
formare  VLPs.  
Risultati preliminari ottenuti mediante osservazione di lisati 
cellulari al microscopio elettronico fanno pensare alla presenza di 
VLPs.  I risultati ottenuti  rappresentano un primo passo 
importante verso la futura produzione di vaccini a base di VLPs 
contro le infezioni da  EHDV. Le proteine ricombinati prodotte 
potranno  inoltre essere utilizzate per produrre kit diagnostici 
sierologici per la sorveglianza epidemiologica .   
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